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1 Resumen 
Pese a la importancia económica que tienen los cítricos a nivel mundial, el 
desarrollo de programas de mejora genética ha sido limitado, generándose escasas 
variedades y, menos aún, variedades de interés comercial resistentes al ataque de 
patógenos. Los cítricos son afectados por numerosas plagas y enfermedades que limitan 
seriamente la producción. La enfermedad de la tristeza, provocada por el virus de la 
tristeza de los cítricos (CTV), es la que más relevancia ha tenido tanto por los daños 
económicos que ha causado como por los cambios que ha obligado a introducir en los 
sistemas de cultivo en las zonas afectadas. En España, se ha conseguido un control 
eficaz de la enfermedad con el uso de variedades libres de virus injertadas sobre 
patrones tolerantes a tristeza, producidas en el marco de un programa de certificación. 
Sin embargo, la llegada de aislados agresivos de CTV tendría efectos devastadores. Por 
otra parte, la detección en territorio español del vector más eficaz de CTV, Toxoptera 
citricida, representa otra amenaza que no podemos ignorar. 
Dada la capacidad de CTV de dispersarse de forma efectiva por vectores, la 
resistencia genética representa la única estrategia que permitiría su control y 
erradicación definitivos. En este sentido, la obtención de protección genética en cítricos 
frente a CTV requiere el desarrollo de programas de mejora que introduzcan resistencias 
en los genotipos comerciales (variedades susceptibles). Ha sido posible obtener cítricos 
resistentes a CTV a partir de métodos tradicionales de hibridación-selección utilizando 
como donante de la resistencia a Poncirus trifoliata. Sin embargo; este procedimiento se 
restringe a los programas de mejora de patrones, dada la dificultad de transferir la 
capacidad de resistencia sin transferir caracteres de la especie silvestre que provoquen la 
pérdida de cualidades agronómicas en el cultivar. De este modo, el desarrollo de 
programas de mejora de variedades basados en la incorporación de la resistencia al virus 
del cultivar de pumelo “Chandler” mediante hibridación controlada representa una 
estrategia en la lucha contra CTV. 
La falta de estudios enfocados a la mejora genética de cítricos se ha debido 
principalmente a las limitaciones propias de su cultivo. Gracias al creciente desarrollo 
obtenido en el campo de la biotecnología durante las últimas décadas, se han 
conseguido avances importantes a través de la adopción de nuevas técnicas. En este 
sentido, el desarrollo de marcadores moleculares y de métodos estadísticos para la 
construcción de mapas genéticos de ligamiento, han sido la base para desarrollar 
estudios genéticos más avanzados que permitan localizar y estimar los efectos de los 
genes (QTLs) que controlan los caracteres de interés. 
La necesidad de diversificación de variedades para las diferentes áreas citrícolas, 
con genotipos que confieran resistencia a CTV, ha llevado a plantear como objetivos de 
esta tesis: 1. El estudio genético de la resistencia a CTV de la variedad de pumelo 
Chandler (C. maxima Burm.); 2. El desarrollo de herramientas biotecnológicas que 
permitan agilizar las etapas de selección (MAS; selección asistida por marcadores) en 
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programas de mejora de variedades de cítricos que utilicen la variedad de pumelo 
Chandler como donante de la resistencia a CTV, reduciendo así sus costes.  
A partir de una población formada por dos familias segregantes obtenidas 
mediante el cruzamiento recíproco controlado entre C. máxima Burm. (variedad 
“Chandler”) y C. clementina Hort. Ex Tan. (variedad “Fortune”), se han construido los 
mapas genéticos de ligamiento para ambas especies. Este diseño experimental permitió 
además configurar un mapa común, estudiar diferencias en distorsión de segregación 
entre progenitor masculino y femenino, y analizar la herencia de los orgánulos 
citoplasmáticos. El uso de marcadores moleculares en común, específicos para cítricos 
(SSR, IRAP y SCAR), permitió no sólo comparar la organización lineal de ambos 
mapas, pero también la de estos con los de otras especies de cítricos ya construidos con 
estos mismos marcadores.  
El análisis del ADN citoplasmático se realizo con marcadores específicos para 
cítricos tipo CAPS. El 10.5% de los híbridos muestra el patrón de bandas para los 
marcadores de orgánulos de C. Clementina cuando éste interviene en el cruzamiento 
como parental masculino, mientras que el resto de los híbridos mostró el patrón de 
bandas del parental femenino. Este descubrimiento sugiere una excepción en la herencia 
materna de las secuencias de ADN de los orgánulos tras la hibridación. 
El porcentaje total de loci en heterocigosis obtenido en C. clementina fue del 
64.10%, mientras que en C. máxima fue del 53.85%. No se observa distorsión de 
segregación a nivel cigótico, por lo que la principal fuente de la transmisión alélica 
sesgada es de origen gamético. Ambos genotipos muestran una proporción similar de 
marcadores distorsionados, que se incrementa en torno a un 10% cuando intervienen en 
el cruzamiento como parental masculino. Por lo tanto, el éxito diferencial de los granos 
de polen en la fertilización es probablemente la principal fuente de distorsión en la 
transmisión de alelos de ambos genotipos. No obstante, el éxito diferencial del grano de 
polen puede ser debido tanto a factores gaméticos como a interacciones polen-pistilo. 
Tanto en C. clementina como en C. máxima, los grupos de ligamiento que muestran 
distorsión de segregación varían en función de que intervengan en el cruzamiento como 
parental masculino o femenino. Sólo el marcador CMS46 mostró distorsión de 
segregación en ambos genotipos cuando intervienen en el cruzamiento como parental 
femenino, sugiriendo una posición evolutivamente conservada ligada a la viabilidad del 
óvulo. Este mismo marcador, en C. máxima, mostró distorsión tanto como parental 
masculino como femenino representando una posición ligada a la viabilidad de los 
gametos. No se encontró relación entre el tipo de marcador molecular analizado y la 
presencia (o ausencia) de distorsión de segregación. En el caso de los marcadores tipo 
IRAP, se observó una tendencia uniforme en la dirección de la desviación de la 
segregación hacia la presencia de la banda del IRAP en los mapas de ambos genotipos 
cuando intervienen como parental femenino.  
La sintenia entre marcadores, en general, se ha visto conservada entre los tres 
mapas genéticos obtenidos. Los mapas genéticos para C. clementina y C. máxima han 
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sido construidos a partir de una población de 174 híbridos, con un total de 89 parejas de 
cebadores que amplifican un total de 156 loci polimórficos. El número de grupos de 
ligamiento obtenidos fue de 11 para C. máxima y 13 para C. clementina. El empleo de 
un conjunto de marcadores codominantes previamente utilizados para la construcción de 
los mapas genéticos de las especies C. aurantium y P. trifoliata permitió hacer un 
estudio comparativo. El conjunto de marcadores superpuestos entre los cuatro mapas 
permitió identificar la mayoría de los grupos de ligamiento homeólogos, indicando una 
cierta conservación en la colinearidad de los genomas entre las cuatro especies. No 
obstante, los resultados revelan la presencia de ciertas diferencias estructurales 
indicando que el parental C. aurantium sería heterocigoto para una translocación 
recíproca que afectaría por lo menos a los grupos de ligamiento 7 y 4. 
Para evaluar la respuesta a la inoculación con CTV, cada uno de los híbridos fue 
injertado sobre un patrón de naranjo dulce (sensible a CTV). Posteriormente se llevo a 
cabo la inoculación a nivel del patrón con el aislado de CTV T-346, consiguiendo así 
enfrentar a cada uno de los híbridos a una fuente continua de virus. El control de la 
presencia y distribución del virus en cada planta se realizó mediante inmunoimpresión 
(Direct Tissue Blot Immuno-Assay, DTBIA). La carga viral se evaluó mediante la 
técnica DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immuno Sorbent 
Assay). C. máxima y 13 de sus híbridos (6.47%) resultaron resistentes. Entre los 
híbridos sensibles se observó un aumento progresivo de la carga viral, pero en algunos 
casos se detectaron valores iníciales elevados que fueron disminuyendo 
progresivamente durante el experimento. La distribución del virus entre las ramas de la 
planta fue muy irregular para la mayoría de los árboles sensibles, sobre todo en los 
híbridos con una carga viral muy baja. Sólo el 4.48% de los híbridos mostraron una 
infección sistémica plena. El análisis de varianza reveló diferencias significativas en la 
acumulación media de CTV entre los híbridos. Los valores medios de DTBIA 
(mDTBIA) y DAS-ELISA (mELISA), relacionados con la resistencia a CTV, mostraron 
una distribución normal en la población segregante encontrándose concordancia entre 
los valores de ambas variables para todos los híbridos. El análisis de varianza 
unidireccional no detectó efecto significativo del carácter tipo de citoplasma sobre 
dichas variables. El 16.41% de las plantas murieron tras la inoculación con CTV, 
observándose la frecuencia de mortalidad más elevada entre los híbridos que mostraban 
los valores de mELISA y mDTBIA más bajos. 
En base a los mapas genéticos obtenidos para C. clementina y C. máxima, y a las 
medias genotípicas de los caracteres que fueron evaluados en la población experimental 
y seleccionados por su potencial para definir resistencia a la inoculación con CTV, se 
llevó a cabo el análisis de QTLs. Para los parámetros que muestran una distribución 
normal los marcadores moleculares significativamente asociados han sido identificados 
mediante el procedimiento de mapeo de intervalos, mientras que para los caracteres que 
presentan una distribución binomial  (evento de muerte de la planta y tipo de citoplasma 
heredado) el análisis de QTLs se realizó mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. 
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De esta forma, fue detectado un QTL principal responsable de aproximadamente 
el 24% de la varianza total observada tanto para la acumulación de CTV como para su 
distribución por la planta. Dicho QTL se localiza en los grupos de ligamiento Mx4b y 
Cl4b. Cuando ambos grupos se unen formando el grupo de ligamiento integrado 
Mx4b+Cl4b, ambos QTLs se localizaron en un intervalo de 6 cM coincidiendo con la 
región genómica en la que fueron detectados los QTLs de resistencia a CTV de P. 
trifoliata y C. aurantium. Además, se detectaron otros QTLs de menor efecto 
implicados en el control de la distribución del virus por la planta, la mortalidad y la 
herencia citoplásmica. Cabe destacar que la muerte repentina de los híbridos tras la 
inoculación se encontró relacionada con la resistencia a CTV de C. máxima. 
Dado que la mayor parte de la variación fenotípica observada para la 
acumulación de CTV se explica por un solo QTL, se llevo a cabo un nuevo experimento 
enfocado al análisis de la respuesta transcripcional diferencial entre genotipos 
resistentes y sensibles desencadenada tras la inoculación con CTV. Dicho análisis 
permitió la obtención de un nuevo grupo de marcadores moleculares específicos 
derivados de secuencias expresadas (LES, Localized Expressed Sequences), pero abre 
además las puertas a la selección de genes candidatos con la intención de conectar la 
investigación en genómica funcional con el estudio de las rutas metabólicas que 
desencadenan la respuesta resistente frente a la inoculación con CTV. El análisis de la 
expresión génica se realizó con el chip de 20K de cítricos desarrollado por el Proyecto 
Español de Genómica Funcional de Cítricos. 28 genes diferencialmente expresados 
fueron seleccionados para su integración en los mapas genéticos. Tras el diseño de 
cebadores específicos, sólo 13 LES resultaron polimórficos. Estos nuevos marcadores 
señalan al conjunto de genes implicados en el cambio fisiológico del tejido de la corteza 
tras la exposición continua a una fuente de virus. 
Mediante un ANOVA bifactorial, para parejas de combinaciones de loci, se 
analizaron las interacciones epistáticas entre los marcadores incluidos en la región 
donde fueron detectados QTLs y los genes candidatos. Fueron detectadas varias 
interacciones epistáticas que afectaban a las variables mELISA y mDTBIA e 
implicaban tanto a determinados marcadores ligados a los QTLs, como a algunos de los 
genes candidatos localizados, poniendo de manifiesto la posible participación de estos 
últimos en la respuesta a la inoculación con CTV. 
Finalmente, a partir de un sistema de redes neuronales artificiales (RNA) se 
diseño una herramienta para la selección asistida por marcadores moleculares (SAM) de 
los híbridos resistentes a CTV minimizando lo efectos de los posibles errores tanto en el 
genotipado como en la evaluación fenotípica. Para valorar la respuesta de cada uno de 
los híbridos a la inoculación, empleamos la variable mELISA (estimación de la carga 
viral). Seleccionamos un total de 12 marcadores asociados a la respuesta resistente 
frente a la inoculación con CTV, atendiendo a los resultados del análisis de QTLs, para 
la SAM incluyendo: los 5 comprendidos en el intervalo de 6 cM del grupo de 
ligamiento integrado Mx4b+Cl4b en el que se localiza el QTL principal de resistencia a 
CTV; cuatro marcadores asociados a otros QTLs de menor efecto; y los señalados por 
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las interacciones epistáticas detectadas. Con el fin de estudiar los efectos individuales de 
las variables de predicción (marcadores moleculares) sobre la variable a pronosticar 
(estimación de la carga viral), se utilizaron modelos de redes neuronales tipo perceptrón 
multicapa con una doble capa oculta (de 4 y 8 axones) y la función de transferencia 
Tanh. Tras la fase de entrenamiento, al introducir la información correspondiente a los 
12 marcadores considerados para todas las plantas que componen la población 
experimental, la red permite la selección automática de los híbridos resistentes. De este 
modo, el análisis con la RNA permitió llevar a cabo la SAM manejando de manera 
sencilla toda la información aportada por los marcadores que presentan un efecto 
significativo en la variación del carácter de interés, aplicando de forma práctica los 
resultados de este estudio.  
 
1.1 Summary 
 
Despite the economic impact of citrus worldwide, only a few programs have 
been developed aimed to generate new varieties. As a consequence, very few varieties 
resistant to pathogens of commertial interest have been generated so far. Citrus fruits are 
affected by numerous pests and diseases that severely limit production. The sadness 
disease, caused by the citrus tristeza virus (CTV), is the most relevant disease based on 
the economic damage that it causes, as well as on the changes in the cultivation systems 
that it imposes in the affected areas. In Spain, it has been established an effective 
control of the disease through the use of virus-free varieties grafted onto rootstocks 
tolerant to sadness, produced as part of a certification program. However, the arrival of 
CTV aggressive strains could have devastating effects for the Spanish citrus industry. 
Moreover, the most CTV effective vector, Toxoptera citricida, has already been 
detected in Spain, which poses a new risk that needs to be taken into consideration. 
Given the CTV ability to be effectively dispersed by vectors, genetic resistance 
is the only strategy that may allow its control and final eradication. Acquiring genetic 
protection requires the development of improvement plans to introduce resistance 
against CTV in commercial genotypes (susceptible varieties). It has already been 
possible to obtain CTV resistant citrus from traditional hybridization methods using 
Poncirus trifoliata as a resistance donor. However, this procedure is limited to the 
improvement of rootstocks because undesirable traits of trifoliate orange remain after 
several generations of backcrossing with citrus. Thus, a new strategy against the 
development of CTV could be the generation of citrus varieties that incorporate the 
resistance from Citrus máxima using controlled hybridization. 
The lack of studies focused on citrus breeding is due to the specific limitations 
of citrus farming. Advances in biotechnology during the last decades and therefore the 
use of novel techniques have allowed us to achieve significant progress. For example, 
the development of molecular markers and statistical methods for the construction of 
genetic linkage maps, has set up the basis for the development of advanced genetic 
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studies to map the genes (QTLs) responsible for specific traits and to understand their 
function. 
The urge to develop diversified varieties with CTV-resistant genotypes suited to 
the different areas of citrus production underlies this thesis. Thus, our main aims are: 1. 
To study the genetic basis of C. máxima resistance; 2. To develop biotechnological tools 
aimed to shorten and facilitate the selection stages (MAS, marker-assisted selection) in 
citrus breeding programs, using the Chandler pummel variety as donor of CTV 
resistance. 
Genetic linkage maps were built from an experimental population that included 
two segregating families obtained through mutual controlled cross between C. máxima 
BURM. (variety "Chandler") and C. clementina Hort. Ex Tan. (variety "Fortune"). This 
experimental design allowed the configuration of a common map, the study of 
differences in segregation distortion between male and female parental, and also the 
analysis of the inheritance of cytoplasmic organelles. Common molecular markers 
specific for citrus (SSR, IRAP and SCAR) were used to compare the linear organization 
between both maps, as well as with those of other citrus species genotyped with the 
same markers.  
Cytoplasmic DNA analysis was done using citrus specific CAPS markers. 
10.5% of the seedlings derived from C. máxima as female parent showed the same 
organelle markers as those of C. clemetina, indicating a possible exception to their 
expected maternal inheritance in citrus.  
We obtained 64.10% and 53.85% of heterozygous loci in C. Clementine and C. 
máxima respectively. No segregation distortion at the zygotic level was observed, 
suggesting that the main source of biased allelic transmission is of gametic origin. Both 
genotypes showed a similar proportion of distorted markers, which increases by about 
10% when involved in the cross as the male parent. Therefore, differential fertilization 
success between the two genotypes must be the main source of distortion. However, 
differences in pollination success can be due to both gametal factors as well as pollen-
pistil interactions. For both C. Clementine and C. máxima the linkage groups that 
showed segregation distortion varied depending on which parent (male or female) was 
used for the crossing. Only the marker CMS46 showed segregation distortion in both 
genotypes when involved in crossing as female parent representing an evolutionary 
conserved position linked to the viability of the female gametes. In C. máxima, this 
same marker showed distortion both as male and female parent representing a position 
linked to the gametes viability. No relationship between the type of molecular marker 
analyzed and the presence (or absence) of segregation distortion was found. A uniform 
trend was observed in the direction of the deviation of the retrotransposon based 
markers with segregation distortion in the linkage map of both genotypes when acting 
as female parent. This direction was towards the presence of the IRAP band in all cases. 
The synteny between markers appears to be conserved between the genetic 
linkage maps obtained. Genetic maps for C. clementine and C. máxima have been 
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constructed from a population of 174 hybrids, using a total of 89 pairs of primers which 
amplify a total of 156 polymorphic loci. The number of linkage groups obtained was 11 
and 13 for C. máxima and C. Clementine, respectively. The use of the same set of 
codominant markers that had been previously used to construct the genetic maps of C. 
aurantium and P. trifoliate, allowed us to make a comparative study. Thus, we 
identified most of the homeologous linkage groups from the linkage maps of C. 
clementina, C. máxima and those of the citrus rootstocks, C. aurantium and P. trifoliate. 
A generally conserved co-linearity between linkage groups was found among species. 
However, the results reveal the presence of structural differences suggesting that the C. 
aurantium parent might be heterozygote for a reciprocal translocation involving linkage 
groups 7 and 4, at least. 
 
To evaluate these hybrids for CTV resistance, we propagated them on sweet 
orange rootstocks (CTV sensitive). Each propagation was inoculated at the rootstock 
with the CTV isolate T-346, exposing each hybrid to a continuous source of virus. Virus 
presence and distribution in each plant was monitored by direct tissue blot 
immunoassay (DTBIA). Virus titration was performed by double antibody sandwich 
enzyme linked immuno sorbent assay (DAS-ELISA). C. máxima and 13 hybrids 
(6.47%) were found to be resistant. A progressive increase of the viral load through 
time was observed in susceptible hybrids, but only in a few cases high initial CTV titers 
decreased progressively during the experiment. The virus distribution among branches 
was highly irregular in most susceptible trees, particularly in hybrids with a very low 
viral load. Only the 4.48% of susceptible hybrids displayed a fully systemic CTV 
infection. Analysis of variance revealed significant differences in the mean 
accumulation of CTV among hybrids. The mean values of DAS-ELISA (mELISA) and 
DTBIA (mDTBIA) related to CTV resistance were consistent and normally distributed 
in the segregating populations. No significant effect of the cytoplasm type was found by 
a one-way ANOVA analysis. 16.41% of the plants died after CTV inoculation, 
detecting the highest mortality rate among hybrids with lowers mELISA and mDTBIA 
values. 
 
The QTL analysis was carried out accordingly to the genetic maps obtained for 
C. clementina and C. máxima and to the genotypic means of the experimentally 
evaluated characters that were selected by their potential to define CTV inoculation 
resistance. For those parameters showing normal distribution, significantly associated 
molecular markers were identified by the interval mapping procedure; whereas for those 
traits with a binomial distribution (plant death event and type of cytoplasm inherited), 
the QTL analysis was performed using the nonparametric Kruskal-Wallis test. We 
detected a major QTL that contributed to around 24% of the total variance observed for 
both CTV accumulation and spatial distribution. This QTL is located in the linkage 
groups Mx4b and CL4b. When both groups joined to form the composed linkage group 
Mx4b+CL4b, both QTLs located in an interval of 6 cM coinciding with the genomic 
region where the QTLs of CTV resistance from P. trifoliata and C. aurantium were 
detected. In addition, we detected other QTLs of minor effect, involved in controlling 
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the plant virus distribution, mortality and cytoplasmic inheritance. It is important to 
highlight that the hybrid´s sudden death after inoculation was found associated with the 
C. máxima CTV resistance. 
Since most of the phenotypic variation observed for CTV accumulation can be 
explained by a single QTL, a new experiment focused on the analysis of the differential 
transcriptional response between resistant and susceptible genotypes triggered after 
CTV inoculation was conducted. This analysis not only allowed us to obtain a new 
group of specific molecular markers derived from expressed sequences (LES, Localized 
Expressed Sequences); also allowed us to select candidate genes that link our research 
in functional genomics with the study of those metabolic pathways that trigger resistant 
response to CTV inoculation. The gene expression analysis was performed using the 
20K Citrus chip developed by the Spanish Citrus Functional Genomics Project. 28 
differentially expressed genes were selected to be integrated into the genetic maps. 
After validation using specific primers, only 13 LES reveal polymorphic loci. These 
new markers pointed to genes involved in physiological changes in the cortex tissue 
following continuous exposure to a virus source. 
 
Epistatic interactions affecting CTV accumulation and distribution were 
analyzed using a two-way factorial ANOVA for pairwise combinations of marker loci. 
Only epistatic interactions between the markers included in the region where a QTL had 
been detected and candidate genes were tested. Several epistatic interactions affecting 
mELISA and mDTBIA variables that involved mapped candidate genes and QTL linked 
markers were found, highlighting their possible participation in the CTV inoculation 
response. 
 
Finally, a specific tool was designed to carry out the molecular marker assisted 
selection (MAS) of CTV resistant hybrids, based on artificial neural networks (ANN) 
systems. To assess the response of each plant to CTV inoculation, we use the variable 
mELISA (viral load). According to the QTL analysis results, a total of 12 markers 
associated to the CTV inoculation resistant response were selected for the SAM. This 
group includes: the five markers distributed in a 6 cM range of the composed linkage 
group Mx4b+CL4b where the main CTV QTL resistance is located; four markers 
associated with others QTLs with a minor effect; and those indicated by the epistatic 
interactions detected. In order to study the individual effects of the predictor variables 
(molecular markers) on the variable to predict (estimated viral load), we used models of 
multilayer perceptron neural networks with a double hidden layer, 4 axons and Tanh 
transfer function. Following the training phase, we entered the information of those 12 
markers for all plants of our experimental population and the network enabled the 
automatic selection of the resistant hybrids. Thus, the RNA analysis allowed us to carry 
out the SAM in a simplify manner, integrating all the information provided by those 
markers that have a significant effect on the character of interest.
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INTRODUCCIÓN 
 
  
2 Introducción 
2.1 Los cítricos 
2.1.1 Origen, taxonomía, distribución e importancia económica 
 
Los cítricos son originarios de las zonas tropicales y subtropicales del Sureste 
Asiático y del Archipiélago Malayo, estando ligada a la actividad humana su dispersión 
hacia otras partes del mundo (Webber, 1967). No obstante, no es fácil determinar con 
exactitud los centros de origen de las principales especies cultivadas debido a que 
muchas de ellas se han originado como consecuencia de hibridaciones naturales 
(Swingle y Reece, 1967). De hecho, existen muchas dudas sobre el origen de la mayoría 
de las especies de cítricos y muchas contradicciones entre los autores (Nicolosi, 2007). 
Las especies con frutos cítricos verdaderos (más o menos semejantes a los de los 
cítricos conocidos comercialmente) están comprendidas dentro de los géneros 
Clymenia, Eremocitrus, Microcitrus, Citrus, Poncirus y Fortunella. Desde el punto de 
vista comercial, el más importante es el género Citrus que agrupa naranjas dulces, 
mandarinas, limones, limas y pomelos. Sin embargo, la citricultura actual también 
emplea especies pertenecientes a los géneros Fortunella, que produce frutos 
comestibles, y Poncirus, utilizado en algunos países como patrón. 
  La taxonomía del género Citrus es muy compleja y, dadas las discrepancias 
entre los distintos autores, no hay acuerdo unánime entre los botánicos para establecer 
una clasificación que determine el número de especies que abarca. Las dos 
clasificaciones más utilizadas son la de Swingle y Reece (1967), que considera 16 
especies, y la de Tanaka (Tanaka 1969) que considera 159. Posteriores estudios 
filogenéticos basados en caracteres morfológicos (Barret y Rhodes 1976; Handa y 
Oogaki 1985), en metabolitos secundarios (Scora y Malik 1970; Scora 1983), patrones 
de restricción de ADN mitocondrial (Green y col. 1986; Vardi 1988; Yamamoto y col. 
1993), isoenzimas (Herrero y col. 1996; Ollitrault y col. 2003), RFLPs (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) (Roose 1988; Federici y col. 1998), RAPDs (Random 
Amplified Polymorphic DNA) (Luro y col. 1992; Federici y col. 1998), cantidad de 
ADN nuclear (Ollitrault y Michaux-Ferriére 1992), SCARs (Sequence Characterized 
Amplified Regions), marcadores cloroplásticos (Nicolosi y col. 2000) y SSRs (Simple 
Sequence Repeat) (Barkley y col. 2006) indican que sólo cidros (Citrus medica L.), 
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mandarinos (C. reticulata L.) y zamboas ó pumelos (C. grandis L. ó C. maxima Burm.) 
son especies verdaderas dentro del género Citrus, mientras que naranjo dulce, naranjo 
amargo, limón y lima derivan de la hibridación entre estas tres especies ancestrales 
(Nicolosi 2007).  
Actualmente, los cítricos son el cultivo frutal más importante, con una 
producción que superó los 137 millones de toneladas en el año 2014 (FAOSTAT 2017). 
Son cultivados en mas de 130 países, principalmente en áreas tropicales y subtropicales, 
dedicándose mas de 8.9 millones de hectáreas a su cultivo. España, con una producción 
anual en torno a los 7 millones de toneladas es el sexto productor mundial (por detrás de 
México, Estados Unidos, India, Brasil y China) y el primer país exportador de fruta 
fresca. En total España exporta más del 50% de su producción de cítricos; dato que 
revela la importancia económica de este cultivo para el país.  
2.1.2 Limitaciones de la producción 
Los cítricos se cultivan como una combinación patrón-injerto, siendo 
propagadas las variedades comerciales por esqueje sobre un patrón derivado de semilla. 
De este modo se consigue reducir el tiempo necesario para que el árbol comience a 
producir y se asegura la uniformidad en la producción. Los patrones son una parte 
esencial del cultivo de los cítricos dado que repercuten en el vigor y tamaño de la 
variedad, en la producción (uniformidad, cantidad y calidad) y en la tolerancia o 
resistencia a estreses tanto bióticos como abióticos. Se tiende a utilizar el patrón que 
mejor rendimiento proporcione en función de las condiciones climáticas, condiciones 
edáficas, etc. Por otra parte, las exigencias planteadas por los mercados relacionadas 
con la producción y ó la calidad, condicionan la utilización de determinados patrones y 
variedades. Sin embargo, la utilización de uno u otro patrón en los países productores 
suele venir determinada por la llegada nuevas enfermedades. De este modo, a pesar de 
la gran variabilidad genética de los cítricos, el número de patrones y de variedades 
cultivadas en las zonas citrícolas es limitado. 
Debido a la gran diversidad de climas y tipos de suelo en que se cultivan, los 
cítricos están sometidos tanto a estreses abióticos como bióticos que limitan de forma 
más o menos importante su cultivo. Entre los estreses abióticos destacamos las heladas, 
los suelos ácidos, alcalinos y salinos, el encharcamiento, la sequía y las altas 
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temperaturas. Además, los cítricos son afectados por numerosas plagas y enfermedades 
provocadas por hongos, bacterias, spiroplasmas, fitoplasmas, virus, viroides y otros 
agentes patógenos de etiología desconocida.  
Algunas enfermedades han tenido gran repercusión en la mayoría de las áreas 
citrícolas, como es el caso de la gomosis producida por el oomiceto Phytophthora sp. 
(Timmer y col. 2000) o la provocada por el virus de la tristeza de los cítricos (CTV) 
(Moreno y col. 2008). Estas dos enfermedades impidieron la utilización de algunos 
patrones pese a sus buenas características agronómicas. En concreto, la gomosis o 
“podredumbre del pie” y la tristeza han obligado a modificar la estructura de patrones 
de la citricultura a lo largo de un siglo en dos ocasiones originando impresionantes 
pérdidas económicas. Durante la segunda mitad del siglo XIX la aparición de la 
gomosis causó graves daños en las plantaciones de cítricos derivadas de semillas y en 
las propagadas sobre cidro (C. medica L.) o naranjo dulce [C. sinensis (L.) Osb.] 
(Zaragoza 2007). Para combatir este problema se introdujo paulatinamente el patrón 
naranjo amargo, tolerante a la gomosis y con un comportamiento agronómico excelente. 
La aparición del CTV provocó un gravísimo problema, ya que los árboles con patrón 
naranjo amargo son sensibles a esta virosis (Schneider 1959). Esta situación obligó de 
nuevo a reestructurar la citricultura utilizando patrones tolerantes a CTV como los 
citranges (C. sinensis x P. trifoliata) o el mandarino Cleopatra (C. reshni Hort. ex Tan).  
2.2 La tristeza 
2.2.1 La tristeza de los cítricos 
Entre las diferentes virosis que afectan a los cítricos, la tristeza es la que más 
importancia ha tenido, tanto por los daños económicos que ha causado como por los 
cambios que ha obligado a introducir en los sistemas de cultivo en las zonas afectadas. 
A partir de 1930 comenzaron a aparecer epidemias por todo el mundo causando 
importantes pérdidas y en la actualidad sigue siendo un serio problema para la 
citricultura mundial. La enfermedad es endémica en las principales áreas citrícolas de 
Asia, África del Sur, Australia y en muchas zonas citrícolas de América. Sin embargo, 
en los países del mediterráneo tiene una incidencia mínima excepto en España e Israel 
donde el virus tiene una incidencia importante. A nivel mundial, se estima que la 
tristeza ha causado la pérdida de más de 100 millones de árboles (Moreno y col. 2008). 
Las epidemias de tristeza más destructivas tuvieron lugar en Argentina (1930), Brasil 
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(1937), California (1939), Florida (1951), España (1957), Israel (1970), y Venezuela 
(1980). No obstante, también se han descubierto importantes brotes en Chipre (1989), 
Cuba (1992), México (1995), la República Dominicana (1996) e Italia (2002) (Bar-
Joseph y col. 1989; Duran-Vila y Moreno 2000; Davino y col. 2003; Garnsey y col. 
2000; Gottwald y col. 1998, 2002; Kyriakou y col. 1996; Timmer y col. 2000).  
2.2.2 El virus de la tristeza de los cítricos 
La tristeza es causada por el Virus de la tristeza de los cítricos (CTV) que, al 
igual que los cítricos, proviene probablemente de Asia. CTV es un miembro del género 
Closterovirus, familia Closteroviridae. Los viriones de CTV son partículas filamentosas 
flexibles, de aproximadamente 12 x 2000 nanómetros. Como otros miembros de la 
familia Closteroviridae, los viriones de CTV son bipolares, y contienen dos proteínas 
capsídicas de 25 kDa y 27 kDa que encapsidan respectivamente entre el 97 y el 3% de 
la longitud del virión adoptando una estructura de “serpiente de cascabel” (Febres y col. 
1996; Satyanarayana y col. 2004). Su genoma es una molécula de ARN de cadena 
simple y polaridad positiva de aproximadamente 19.3 kb. Hasta la fecha se han 
secuenciado por lo menos 9 aislados distintos observándose que todos ellos presentan la 
misma organización genómica, aunque con ligeras variaciones en tamaño y secuencia. 
El genoma de CTV está organizado en 12 marcos de lectura abierta (ORFs, Open 
Reading Frames) que expresan al menos 17 proteínas, con dos regiones terminales 5´ y 
3´ no codificantes (UTRs, Untranslated Regions) de aproximadamente 107 y 273 
nucleótidos respectivamente (Figura 1) (Moreno y col. 2008).  
Los 12 ORFs se pueden agrupar en tres bloques. El primero estaría constituido 
por los ORFs 1a y 1b, que están asociados con la replicación y se expresan directamente 
a partir de ARN genómico. El ORF 1a codifica una poliproteina de unos 349 kDa que 
contiene dos proteasas de tipo papaína (PRO I y PRO II), una metiltransferasa (MT) y 
una helicasa (HEL). El ORF1b se expresa mediante un mecanismo de deriva ribosomal 
de tipo +1, y codifica una ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp). El segundo 
bloque está constituido por 5 ORFs  (p6, p65, p61, p27 y p25) que codifican la síntesis 
de proteínas implicadas en el ensamblaje y transporte del virión. Incluyen una proteína 
transmembrana (p6) homóloga a una proteína de movimiento del Beet yellow virus 
(BYV), una proteína homóloga a las proteínas de choque térmico HSP70 (p65), la 
proteína minoritaria de la cápsida de 27kDa (p27), la proteína mayoritaria de la cápsida 
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de 25kDa (p25) y otra proteína adicional (p61) también considerada como una proteína 
de la cápsida (Dolja y col. 2006). La acción coordinada de las proteínas p65 y p61, junto 
con las proteínas de la cápsida p25 y p27, es requerida para el correcto ensamblaje del 
virión. Dichas ORFs están conservados en todos los miembros de la familia 
Closteroviridae. El tercero, que incluye la ORF p20 (homologa a la p21 del BYV) que 
codifica para una proteína que participa en las inclusiones celulares (Gowda y col. 
2000) y 4 ORFs (p33, p18, p13 y p23) característicos de CTV (sin homología en otros 
closterovirus) (Dolja y col. 2006). La ORF p23 codifica para una proteína, con un 
dominio de “dedos de zinc” con capacidad de unirse a moléculas de ARN, que regula la 
acumulación asimétrica da cadenas positivas y negativas de ARN durante la replicación 
(Satyanarayana y col. 2002b).  Finalmente, las ORFs p33, p18 y p13 codifican para la 
síntesis de proteínas cuya función se desconoce. 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estructura genómica de CTV. Los cuadrados indican las distintas ORFs,  
estando indicadas las proteínas que estas codifican. En las ORFs 1a y 1b: 2 proteasas de 
tipo papaína (PROI y PROII), una metiltransferasa (MT) y una helicasa (HEL). El 
ORF1b codifica una ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp). 
2.2.3 Huéspedes, sintomatología y daños 
Los huéspedes naturales de CTV pertenecen a la familia de las Rutáceas. El 
virus presenta una gran variabilidad genética (Ayllón y col. 2006; Rubio y col. 2001; 
Sambade y col. 2003), lo que se traduce en un comportamiento patogénico muy diverso 
(Ballester-Olmos y col. 1993; Garnsey y col. 1991). Esto determina en gran medida el 
daño que causan los distintos aislados sobre los genotipos que infectan. Por otra parte, 
normalmente las plantas infectadas contienen una población de variantes de secuencia 
(Grant y Higgins 1957; Raccah y col. 1980). 
 16 
 
No obstante, los diversos aislados de CTV producen básicamente tres tipos de 
síntomas: 
1. Decaimiento y muerte de naranjos dulces, mandarinos, pomelos, kumquats y 
limas injertados sobre naranjo amargo o limón [C. limon (L.) Burn. f.]. La 
presencia del virus en la copa causa la muerte del floema en el patrón por debajo 
de la línea del injerto (Schneider 1959), lo que causa un efecto de anillado que 
impide que la savia elaborada baje a las raíces. Esto provoca la desnutrición y 
muerte de las raicillas responsables de la absorción de agua y nutrientes 
minerales del suelo, lo que a su vez induce el amarillamiento y progresiva 
defoliación de la copa que caracteriza a la enfermedad. El árbol muere en un 
periodo más o menos largo dependiendo de la intensidad de las lesiones 
causadas en el floema, el estado nutricional del árbol y las condiciones 
ambientales. Cuando las condiciones son particularmente desfavorables el árbol 
puede morir en pocas semanas, produciendo el síndrome que se conoce como 
colapso. En el caso opuesto, el árbol puede vivir durante años sin apenas mostrar 
síntomas o con un decaimiento muy lento. Este síndrome, conocido como 
tristeza puede ser evitado utilizando patrones tolerantes a CTV (Moreno y col. 
2008).  
2. Acanaladuras en la madera, resultado de la interrupción de la actividad 
meristemática en áreas delimitadas del cámbium que provoca un crecimiento 
radial irregular con depresiones localizadas en las áreas inactivadas (Schneider 
1959). Esta sintomatología viene acompañada de una severa depresión del vigor 
y una importante reducción tanto en cantidad como en calidad de la cosecha de 
las distintas especies cultivadas, independientemente del patrón utilizado. La 
intensidad de los síntomas producidos varía con las cepas del virus, siendo las 
limas las que muestran la mayor sensibilidad, seguidas de los pomelos. Algunas 
variedades de naranjo dulce muestran una sensibilidad intermedia, mientras que 
las mandarinas presentan la mayor tolerancia (Duran-Vila y Moreno 2000; 
Timmer y col. 2000). 
3. Amarilleo foliar en plantas procedentes de semilla (seedling yellows) de pomelo, 
naranjo amargo o limonero inoculadas en invernadero. Las plantas afectadas 
presentan atrofia, hojas pálidas o amarillas de pequeño tamaño, un sistema 
radicular reducido, y en ocasiones un cese total del crecimiento (Fraser 1952; 
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McClean 1960).   
2.2.4 Transmisión y epidemiología. 
La tristeza se transmite fundamentalmente mediante injerto y pulgones. El 
intercambio de material vegetal infectado entre las distintas áreas citrícolas, junto con la 
transmisión por yemas infectadas, son consideradas las causas de la dispersión del virus 
a larga distancia (Garnsey y col., 1991). La dispersión secundaria de CTV se produce 
básicamente mediante los pulgones (Norman y Grant 1956). La transmisión se produce 
de forma semi persistente y su eficacia depende de la cepa de CTV, de las especies 
donante y receptora, y de la especie de pulgón. El vector mas eficaz es Toxoptera 
citricida, especie que aún no ha sido detectada en el área mediterránea (Brlansky y col. 
2003), aunque si en España (Ilharco y col., 2005). Aphis gossypii, principal vector en el 
área mediterránea, es también un vector eficaz para CTV (Cambra y col. 2000; 
Hermoso de Mendoza y col. 1984). 
2.2.5 Detección y control 
El diagnóstico biológico de CTV se realiza injertando yemas o trozos de corteza 
de la planta a diagnosticar en plantas de lima Mexicana procedentes de semilla, en las 
que se observan los síntomas típicos de CTV: aclaración nervial, epinastia y/o 
acucharamiento foliar, acanaladuras en la madera y suberificación de nervios, que 
suelen aparecer a lo largo de un periodo de 6 meses (Roistacher 1991).  
Entre las técnicas moleculares de diagnóstico, la detección mediante métodos 
serológicos ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) utilizando anticuerpos 
específicos de CTV (monoclonales o policlonales) es la más utilizada (Bar-Joseph y col. 
1979; Cambra y col. 1991; Garnsey y col. 1993; Gonsalves y col. 1978; Nikolaeva y 
col. 1998; Permar y col. 1990; Vela y col. 1986). También se han puesto a punto 
técnicas moleculares basadas en la detección del ARN viral tras su retrotranscripción a 
ADN y amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Nolasco y col. 
1993; Olmos y col. 1999). Estas técnicas, conocidas como RT-PCR son más laboriosas 
que las técnicas serológicas ELISA convencionales y su coste es muy superior. Su 
ventaja teórica es la sensibilidad. La variante de inmunocaptura-PCR (IC-PCR) une a la 
especificidad de la serología la sensibilidad de la PCR. Los virus, previamente fijados a 
anticuerpos específicos son decapsidados y su ARN utilizado como diana y molde para 
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la reacción. Otra opción son las técnicas moleculares basadas en PCR con el uso de 
iniciadores específicos. Finalmente, las técnicas basadas en la hibridación molecular con 
muestras de ADNc, o, ARNc constituyen otra alternativa (Barbarossa y Savino 2006; 
Narváez y col. 2000; Rosner y Bar-Joseph 1984). 
En cuanto a las medidas de control disponibles frente a la tristeza, la eficacia de 
las mismas depende de factores tales como incidencia de la enfermedad, tipo de cepas 
de CTV, poblaciones y tipo de vectores, especies y variedades cultivadas, etc. En áreas 
libres de CTV los programas de cuarentena y certificación son la mejor medida para 
evitar la entrada y dispersión de la enfermedad (Navarro y col. 2002). En zonas donde 
CTV se ha introducido recientemente, se puede evitar su dispersión mediante un 
programa de erradicación, combinado con un adecuado programa de certificación del 
material vegetal de propagación y de cuarentena para las importaciones de material 
vegetal (Bar-Joseph y col. 1989; Gottwald y col. 2002; Kyriakou y col. 1996). Cuando 
la dispersión de la tristeza resulta incontrolable es necesario el uso de patrones 
tolerantes como los citranges Troyer y Carrizo, mandarino Cleopatra, lima Rangpur o 
resistentes como P. trifoliata (Moreno y col. 2008). Esta medida es eficaz para la 
mayoría de las cepas de CTV, pero en presencia de cepas muy agresivas que producen 
daños directos sobre algunas variedades con independencia del patrón, la única forma 
de convivir con la enfermedad es el empleo de la protección cruzada (Van Vuuren y col. 
1993). Esta consiste en preinocular las plantas con aislados de tristeza poco agresivos, 
que no causen daños perceptibles y sean capaces de evitar la multiplicación de las cepas 
más agresivas y los daños que estas provocan. Esta técnica requiere ensayos muy largos, 
y hasta ahora sólo ha tenido un éxito claro en Brasil con la variedad Pera de naranja 
dulce (Costa y Müller 1980) y en Sur África con la variedad de pomelo Marsh (Van 
Vuuren y col. 1993). Sin embargo, esta misma estrategia de control ha tenido un éxito 
limitado en otras áreas, o con otras variedades (Broadbent y col. 1991; Müller y col. 
1988), indicando que el éxito de la estrategia de la protección cruzada probablemente 
depende de la variedad y del aislado de CTV utilizados, y de las condiciones 
ambientales de cada región. 
En las circunstancias españolas, se ha conseguido un control eficaz de la 
enfermedad con el uso de variedades libres de virus injertadas sobre patrones tolerantes 
a tristeza, producidas en el marco de un programa de certificación. De este modo, el 
 19 
 
problema ha quedado reducido a las plantaciones que aún están injertadas sobre naranjo 
amargo. Sin embargo, la llegada de aislados agresivos de CTV tendría efectos 
devastadores para la citricultura española.  
2.2.6 Estrategias de resistencia frente a CTV 
En la actualidad, el control de CTV se efectúa mediante programas de 
saneamiento, cuarentena y certificación (Bar-Joseph y col. 1989). Sin embargo, dada su 
capacidad de dispersarse de forma efectiva por vectores se requieren medidas 
adicionales, siendo la resistencia genética la única estrategia que permitiría su control y 
erradicación definitivos. En este sentido, la obtención de protección genética en cítricos 
frente a CTV requiere el desarrollo de programas de mejora que introduzcan resistencia 
en los genotipos comerciales (variedades susceptibles).  
Se ha descrito resistencia a CTV en varias especies comprendidas en la 
subfamilia Aurantioideae como son los casos de Atlantia ceylanica (Arn.) Oliv., 
Poncirus trifoliata (L.) Raf., Severinia buxifolia (Poir.) Ten., Swinglea glutinosa y 
algunas especies de Fortunella crassifolia Swingle, (Garnsey y col. 1987; Mestre y col. 
1997b; Yoshida 1985). Se ha prestado especial atención a la resistencia de P. trifoliata 
por su resistencia a la mayor parte de los aislados de CTV (Mestre y col. 1997b), y por 
la compatibilidad sexual de esta especie con el género Citrus. De hecho, ha sido posible 
obtener patrones resistentes a CTV a partir de métodos tradicionales de hibridación-
selección (mejora clásica) utilizando como donante de la resistencia a P. trifoliata. Tal 
es el caso de los citranges Troyer y Carrizo [C. sinensis (L.) Osb. x P. trifoliata (L.) 
Raf.] (Savage y Gardner 1965). Sin embargo, este procedimiento se restringe a los 
programas de mejora de patrones. 
En los programas de mejora de variedades, la principal dificultad radica en 
transferir la capacidad de resistencia sin transferir caracteres de la especie silvestre que 
provoquen la pérdida de cualidades agronómicas en el cultivar. Este procedimiento 
requiere mucho tiempo y resulta muy costoso, dado que para poder completarlo son 
necesarias numerosas generaciones de retrocruzamiento. Por otra parte, la 
disponibilidad de fuentes de resistencia genética a las diferentes cepas de CTV para la 
mejora de variedades en el género Citrus es limitada, por lo que aún no se dispone de 
variedades de naranjo dulce y mandarino resistentes a CTV. 
 20 
 
El creciente progreso de la biotecnología supone una de las mayores esperanzas 
para la mejora genética vegetal en general y para el control y erradicación de la tristeza 
de los cítricos en particular. Hoy en día, la mayor parte de los programas de mejora para 
resistencia a CTV en variedades se basan en técnicas de transformación genética 
encaminadas bien a la obtención de resistencia derivada del patógeno, o a la 
transformación con genes naturales de resistencia.  
La generación de resistencia frente a CTV mediante la expresión en el huésped 
de genes o secuencias derivadas del propio virus (resistencia derivada del patógeno) es 
una estrategia seguida por varios grupos de investigación (Febres y col. 2008; Batuman 
y col. 2006; Dominguez y col. 2002c; Ghorbel y col. 2000; Gutierrez y col. 1997; 
Herron y col. 2002). En plantas transgénicas de lima mejicana [C. aurantifolia (Christ.) 
Swingle] la sobre expresión tanto del gen p25 como del p23 era capaz de conferir 
resistencia (Domínguez y col. 2002c; Fagoaga y col. 2006). Sin embargo, la 
característica mas remarcable de estos experimentos es la variabilidad en la respuesta de 
las plantas transgénicas a la inoculación con CTV incluso entre plantas de propagación 
clonal, dado que solo una proporción de las plantas mostraba resistencia. En la 
transformación de plantas de pomelo (C. paradisi Macfad) con los genes p25 y p27 se 
obtuvieron resultados semejantes, mientras que al transformar con el extremo 3´ del 
genoma de CTV se obtuvo una línea en la que todas las plantas eran resistentes (Febres 
y col. 2008). No obstante, es necesario validar la resistencia de dichas plantas y 
determinar su comportamiento en campo dado que tanto los factores ambientales, como 
el mecanismo de infección (vectores) pueden condicionar la respuesta de las plantas 
transgénicas. 
La transformación con genes naturales de resistencia a CTV representa otra 
alternativa. En este caso, todos los esfuerzos se han encaminado a la transformación de 
variedades susceptibles con el gen de resistencia de P. trifoliata. La resistencia a CTV 
en P. trifoliata L. Raf. es una característica dominante dependiente de un único gen 
denominado Ctv (Yoshida 1983; Garnsey y col. 1987) que confiere resistencia contra la 
mayor parte de los aislados de CTV identificados (Gmitter y col. 1996; Mestre y col. 
1997b). Numerosos laboratorios han desarrollado marcadores moleculares ligados a Ctv 
(Gmitter y col. 1996; Deng y col. 2001; Fang y col. 1998; Yang y col. 2001; Yang y col. 
2003). El locus Ctv ha sido localizado y delimitado, por marcadores moleculares tipo 
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SSR, en una región de 121 kb en el genoma de Poncirus. Los análisis de secuencia de 
dicha región genómica revelan la presencia de un grupo de al menos cinco genes (Yang 
y col. 2003; Rai 2006). Cada uno de estos genes ha sido individualmente clonado y 
utilizado en la transformación de diferentes variedades de pomelo susceptibles a CTV, 
con resultados muy variables. La expresión de los genes candidatos R-2 y R-3 resultaba 
en la ausencia del inicio de la infección tras la inoculación con CTV, salvo en algunas 
plantas de la línea R-2 en las que se observaba una lenta dispersión de la infección. Por 
otra parte, algunas de las plantas de las líneas R-1 y R-4 mostraban una aparente 
infección inicial y su subsecuente erradicación, mientras que las plantas del resto de 
líneas eran susceptibles (Rai 2006). 
Por el momento se desconocen los mecanismos que provocan la respuesta 
resistente desencadenada por los genes de resistencia a CTV. No obstante, la 
introducción de un gen de resistencia en una variedad sensible al virus permitirá la 
protección de dicha variedad solo si el gen es compatible con el fondo genético de la 
planta a transformar. De hecho, esta es la principal limitación de la transformación 
genética y no puede esperarse que la transferencia de genes de resistencia entre especies 
resulte efectiva en todos los casos (Bent 1996). Por ello el conocimiento de la naturaleza 
de la resistencia a CTV proporcionada por el gen es de especial interés a la hora de 
plantearse la transferencia exitosa de la resistencia a otras especies por transformación 
genética. 
2.3 Mecanismos de defensa en plantas. Genes de resistencia. 
 
     Las plantas poseen mecanismos constitutivos de defensa que proveen, de forma 
pasiva, resistencia contra patógenos. Estos mecanismos pueden ser estructurales, como 
por ejemplo la presencia de capas gruesas de cutícula, o la deposición de ceras; ó 
químicos, tales como la acumulación de compuestos tóxicos en las células vegetales 
entre otros. 
El ataque de patógenos es una condición desfavorable que generalmente activa 
una serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la 
infección. Tras la detección y reconocimiento del agente patógeno se activan de forma 
específica los mecanismos inducidos de defensa, también llamados como resistencia 
inducida. La resistencia inducida es un mecanismo activo de defensa que involucra 
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cambios claros en el metabolismo provocados por la expresión deferencial de genes 
específicos proporcionando protección, no sólo a nivel local sino también, a menudo, 
sistémicamente en áreas distales de la planta (Shah y col. 1999). Los elicitores de la 
resistencia inducida pueden ser tanto los diferentes componentes de la pared celular 
liberados por la actividad hidrolítica de enzimas secretados por el agente  patógeno, 
como determinadas moléculas propias de los diferentes agentes patógenos como 
determinados lipopolisacáridos, quitinas, glucanos y flagelinas. 
La respuesta local ha sido denominada respuesta de hipersensibilidad (HR) e 
implica un proceso de muerte celular programada, pudiendo llevar a la necrosis del 
tejido infectado a altas dosis de patógeno. Esta necrosis se produce fundamentalmente 
como consecuencia de la producción por parte de las células infectadas de especies 
reactivas del oxígeno (ROS) y ácido salicílico (SA). Además, estas células producen 
altas concentraciones de otras hormonas como etileno, óxido nitroso (NO), ácido 
jasmónico y sus derivados (JA) y diferentes sustancias antimicrobianas como las 
fitoalexinas. Es interesante destacar que la reacción local inducida utiliza también 
herramientas estructurales, fundamentalmente de reforzamiento de la pared celular, para 
impedir la proliferación y la diseminación del patógeno hacia el resto de la planta. 
En los tejidos que rodean al sitio de entrada del patógeno ocurre una reacción 
denominada de resistencia local adquirida (LAR). En esos tejidos se acumulan especies 
reactivas del oxígeno, SA y otras hormonas a concentraciones más bajas que en las 
células infectadas. Estos compuestos provocan la activación de un gran número de 
genes de defensa. Un grupo de estos genes codifica para enzimas de las rutas de síntesis 
de fitoalexinas, provocando un aumento sostenido en la producción de estos compuestos 
antibióticos, y de fenoles precursores de la lignina. Un segundo grupo de genes de 
defensa codifica para proteínas estructurales de la pared celular, contribuyendo a su 
reforzamiento. Un tercer grupo codifica para enzimas encargadas de detoxificar y 
proteger al tejido vegetal del daño oxidativo. Un cuarto grupo de genes codifica para 
enzimas que degradan la pared de hongos y bacterias (β-1,3-glucanasas y quitinasas). 
En consecuencia, la reacción LAR permite proteger al tejido circundante al punto de 
infección, potenciando las barreras químicas y estructurales.  
En los tejidos distantes al punto de infección se produce una reacción 
denominada de resistencia adquirida (SAR). Esta reacción es similar a la reacción LAR, 
sólo que es mas atenuada. La reacción SAR está fundamentalmente destinada a proteger 
o inmunizar al resto de la planta frente a una potencial segunda infección por el mismo 
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u otro agente patógeno. Se caracteriza por ser de larga duración (desde días hasta 
semanas dependiendo del patógeno) y por la activación de la expresión selectiva y 
coordinada de un grupo característico de genes de defensa (genes SAR), que están 
directamente implicados en el establecimiento y mantenimiento de dicha resistencia 
(Dong, 1998; Durrant y Dong, 2004; Glazebrook, 1999; Glazebrook, 2001; Gozzo, 
2003; Grant y Lamb, 2006; Pieterse y Van Loon, 2004; Ward y col., 1991). La familia 
de genes SAR ha sido caracterizada en tabaco (Ward y col., 1991) y en Arabidopsis 
(Uknes y col., 1992). El conjunto mayoritario de proteínas defensivas sintetizadas en las 
plantas durante dicha respuesta SAR pertenece a la familia de las proteínas PR.  
Aunque la inducción de SAR no es dependiente del desarrollo de HR (Van Loon, 1997) 
la resistencia se expresa a su nivel mas alto cuando el patógeno causa necrosis 
(Cameron y col., 1994). La necrosis inducida puede ser el resultado de la muerte celular 
programada después del reconocimiento del patógeno en una interacción incompatible, 
donde se produjo una respuesta hipersensible, o de la muerte celular causada por la 
acción del patógeno en una interacción compatible. 
2.3.1 Resistencia mediada por genes R. 
 
Un patógeno determinado puede ser muy patogénico o poco patogénico para un 
hospedante dado. El grado de patogenicidad se define frecuentemente como virulencia 
(Abad y Khara, 2007; Collinge y col., 2001). De esta forma, y dependiendo de su 
habilidad para causar enfermedad, un patógeno puede ser altamente virulento para un 
hospedante y levemente virulento para otro. Estos conceptos fueron discutidos por Van 
del Plank, quien propuso que el nivel de virulencia se determina con respecto a la 
resistencia del hospedante (Van der Plank, 1968). En otras palabras, la virulencia es un 
concepto estrechamente ligado a la habilidad del patógeno de superar la resistencia de la 
planta. Sin embargo, en términos genéticos, virulencia se utiliza para definir si una 
variante o raza de un patógeno puede o no causar enfermedad en una variedad o cultivar 
del hospedante. Así, una especie hospedante puede presentar cultivares que muestran 
resistencia y otros que muestran susceptibilidad a un patógeno dado, el cual a su vez 
puede presentar razas tonto virulentas como avirulentas para un cultivar determinado 
(Collinge y col., 1994).  
Las reacciones a nivel molecular que inducen la resistencia en plantas al ataque 
de un patógeno fueron descritas inicialmente por H. H. Flor (Flor, 1971) bajo la 
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hipótesis de reconocimiento “Gen a Gen”. Dicha hipótesis afirma que la respuesta de 
defensa existe como consecuencia de una interacción directa entre el producto de un gen 
de avirulencia (Avr) del patógeno denominado elicitor y la proteína codificada por un 
gen de resistencia (R) de la planta, manteniendo una relación antígeno – anticuerpo 
similar al sistema inmune en mamíferos. Este modelo ha sido descrito en numerosas 
especies de plantas incluyendo Arabidopsis y ha servido como metodología para clonar 
genes de resistencia (Dangl y McDowell, 2006; Roger, 2004).  
Recientes estudios indican una base de reconocimiento mas compleja en la cual, 
la acción de los productos de genes Avr es mediada por mecanismos indirectos y 
envuelve al menos un tercer componente en la célula huésped conformando una 
“proteína blanco” de los factores de virulencia. Dicha proteína es reconocida por el 
elicitor tanto en plantas resistentes como susceptibles. En este modelo, las proteínas 
codificadas por los genes R actúan como un guardián monitoreando modificaciones en 
la “proteína blanco” y detectando las alteraciones de procesos celulares que son claves 
para el patógeno, con la consecuente inducción de mecanismos de defensa (Bent y 
Mackey, 2007; Jorunn y col., 2003). En base a lo anterior, se formuló la existencia de 
dos tipos de interacciones. La primera, producida en plantas susceptibles en la cual se 
dice que hay una “interacción compatible”, es decir, el patógeno reconoce al huésped, 
pero no hay reconocimiento por parte de la planta de los efectores del patógeno, por lo 
que no hay impedimento para el desarrollo de la enfermedad. En el caso contrario se 
produce un a “interacción incompatible”, en la que tiene lugar el reconocimiento directo 
o indirecto del patógeno por parte de la planta y se desarrollan los mecanismos de 
defensa que detienen la infección (Panabieres y col., 1995).  
Recientemente se introdujo un nuevo modelo de interacción que integra el 
reconocimiento gen a gen y la hipótesis de la molécula guardián. Este modelo 
denominado “Dogma Central de la Fitopatología” describe el proceso molecular de 
inducción de resistencia basado en una competencia evolutiva (Bent y Mackey, 2007; 
Dangl y McDowell, 2006). Los agentes patógenos adaptados expresan un tipo de 
proteínas efectoras que actúan suprimiendo la resistencia inducida. Dichos efectores 
modifican el estado fisiológico de la planta huésped para beneficiar la colonización por 
parte del patógeno, o bien interrumpen la activación de la defensa de la planta huésped. 
En consecuencia, las plantas han desarrollado un tipo de inmunidad basada en la 
percepción de esas proteínas efectoras por parte de proteínas de resistencia del huésped 
conocida como resistencia mediada por genes de resistencia. Esta respuesta de 
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resistencia viene acompañada de la reacción de hipersensibilidad (HR). De este modo, 
la cascada de señalización detrás de la HR se activa cuando un gen de resistencia 
reconoce un efector o bien, cuando un elicitor de las respuestas de defensa de las plantas 
es reconocido por un receptor específico (Minsavage y col. 1990; Niirnberger y col. 
1994). Cualquiera de estas señales, además de otros factores como la afluencia de iones 
Ca2+ desde el espacio extracelular y, ó, los resultados de flujo de aniones en una 
situación de estrés oxidativo producen la activación de genes de defensa, resultando 
finalmente en el desarrollo de la resistencia a la enfermedad local y sistémica (Scheel 
1998; Yaghoobi y col. 1995; Yang y col. 1997). 
De entre los genes a los que se les atribuye la función de gen de resistencia Rar1 
y Sgt1 son dos de los más ampliamente estudiados. De hecho, se ha descrito que Rar1 y 
Sgt1son necesarios tanto en modelos de resistencia de plantas no huésped como en 
respuestas de resistencia mediadas por genes R (Peart y col. 2002; Peart y col. 2005; 
Schornack y col. 2004). Actualmente, es posible clasificar los diferentes genes de 
resistencia atendiendo a los dominios y motivos de aminoácidos que presentan las 
proteínas R que codifican: 
 En la primera clase principal se incluyen los genes que codifican para proteínas 
citoplasmáticas con un punto de unión a nucleótidos (NBS), un extremo C-
terminal con repeticiones ricas en leucina (LRR) y un dominio de bobina en 
espiral (CC) en el extremo N-terminal. En esta clase se agrupan genes como 
RPS2 y RPM1 de Arabidopsis que confieren resistencia frente a Pseudomonas 
syringae y el gen I2 del tomate de resistencia a Fusarium oxysporum. 
 La segunda clase agrupa proteínas citoplasmáticas que poseen motivos LRR y 
NBS y un dominio N-terminal con homología a el dominio del receptor de la 
peaje-interleucina-1- (TIR) de mamíferos. Los genes N de tabaco, L6 del lino y 
RPP5 son algunos ejemplos de los genes de resistencia incluidos en esta clase 
(Lawrence y col. 1995). 
 Las proteínas R codificadas por los genes de resistencia de la tercera familia 
carecen del motivo NBS, y están constituidas por un dominio citoplasmático 
adicional con repeticiones ricas en leucina (eLRR) unido a un dominio 
transmembrana (TrD). Pese a que no están directamente involucrados en el 
reconocimiento de patógenos y la activación de genes de defensa, los dominios 
eLRRs juegan un papel importante para ciertas proteínas de defensa tales como 
las proteínas de inhibición de la ezima poligalacturonasa (PGIPs) (Jones y Jones, 
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1997). Los genes de resistencia a C. fulvum (Cf-9, CF-4 y CF-2) son algunos 
ejemplos de esta clase de genes de resistencia (Lin y col. 2003). 
 El gen Xa21 del arroz de resistencia para Xanthomonas es un ejemplo de la 
cuarta clase de genes de resistencia, que presentan un dominio LRR extracelular, 
un dominio transmembrana (TRD) y un dominio intracelular serina-treonina 
quinasa (KIN) (Song y col. 1995). 
 Los genes de resistencia de la quinta clase muestran dominios LRRs 
extracelulares junto con un dominio PEST (Pro-Glu-Ser-Thr), para la 
degradación de proteínas (que se encuentra sólo en el gen Ve2 y no Ve1), y 
motivos de  proteínas cortas (ECS) que podrían dirigir a esta proteína a la 
endocitosis mediada por receptor. Sin embargo, estas proteínas VE1 y VE2 
recientemente se han propuesto como receptores PAMP (Thomma y col. 2011). 
 La proteína de Arabidopsis RPW8 es un ejemplo de la sexta clase, que contiene 
un dominio de proteína de membrana (TrD), fusionado a un dominio de bobina 
en espiral (CC) (Wang y col. 2009). 
 La séptima clase principal de genes de resistencia incluye el gen de Arabidopsis 
RRS1-R que confiere resistencia al fitopatógeno bacteriano Ralstonia 
solanacearum, y se agrupa entre las proteínas de la clase TIR-NBS-LRR R. 
RRS1-R tiene una extensión C-terminal con una señal de localización nuclear 
(NLS) y un dominio WRKY (Deslandes y col. 2002, Deslandes y col. 2003). El 
dominio WRKY es una región de 60 aminoácidos definida por la secuencia de 
aminoácidos conservada WRKYGQK en su extremo N-terminal, junto a un 
dominio de dedo de zinc. 
 La octava clase principal incluye las proteinas R enzimáticas, que no contienen 
ni dominios NBS ni LRR. El gen Hm1 del maíz que proporciona protección 
contra el hongo Cochliobolus carbonum (Johal y Briggs, 1992) es un ejemplo de 
los genes agrupados en esta clase. A diferencia de otros genes de resistencia, 
Hm1 codifica para una enzima reductasa de la toxina HC producida por el hongo 
que es esencial para la patogenicidad del mismo. De este modo, los genes de 
resistencia de cereales como Hm1 codifican para una amplia gama de proteínas 
con funciones muy diferentes.  
La mayoría de los genes de resistencia a virus caracterizados en plantas 
proporcionan resistencia monogénica dominante y se incluyen en la clase NBS-LRR. 
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Pese a que estas proteínas R parezcan similares, confieren resistencia frente a virus muy 
divergentes (Takahashi y col. 2002; Soosaar y col. 2005). 
2.4 Marcadores moleculares, mapas genéticos y QTLs. 
 
Un marcador es un carácter de herencia simple, a partir del cual la inferencia del 
genotipo es sencilla e inequívoca. Los primeros marcadores que se emplearon fueron los 
que afectaban a la morfología de las plantas, de aplicación limitada dado que suelen 
presentar dominancia, pleiotropía y/o epistasia. Con el desarrollo de las diferentes 
técnicas comprendidas dentro del campo de la biología molecular aparecen los  
marcadores moleculares. Los primeros que se desarrollaron fueron los isoenzimáticos, y 
los RFLPs (Restriction Fragment Length Polimorphisms). Posteriormente, surgieron 
todos aquellos que derivan de la aplicación de la técnica de la PCR (Polimerase Chain 
Reaction), entre los que encontramos: CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic 
Sequences), RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), SCARs (Sequence 
Characterized Amplified Regions), Microsatélites o SSRs (Simple Sequence Repeats), 
ISSRs (Inter Simple Sequence Repeat), IRAPs (Inter-Retrotransposon Amplified 
Polymorphism), AFLPs (Amplification Fragment Length Polymorphisms), S-SAPs 
(Sequence-Specific Amplified Polymorphisms) y SNPs (Single Nucleotidide 
Polymorphism). Cada tipo de marcador tiene una serie de características específicas que 
lo hacen adecuado para determinadas aplicaciones. 
El desarrollo de marcadores moleculares cada vez más fiables e informativos 
está resultando de gran utilidad en múltiples campos como los estudios de variabilidad, 
estudios filogenéticos, análisis de la estructura y organización genómicas, construcción 
de mapas genéticos, o localización y clonación de genes de interés. Del mismo modo, el 
desarrollo de los marcadores moleculares ha permitido su aplicación en fases concretas 
de los programas de mejora en cítricos que son limitantes para la eficacia y rentabilidad 
de los mismos. Así por ejemplo, los marcadores moleculares son empleados en la 
distinción temprana de individuos cigóticos y nucelares cuando se trabaja con especies 
con apomixis, o en la selección de individuos con marcadores ligados a caracteres de 
interés (selección asistida por marcadores).  
El estudio de la segregación de los marcadores en las poblaciones de mejora 
permite la obtención de mapas genéticos mediante el análisis de ligamiento. Un mapa 
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genético es una entidad estadística que representa las posiciones físicas relativas más 
verosímiles de los marcadores genéticos en los cromosomas. Cada marcador representa 
una posición física del genoma (locus). La distancia relativa entre loci se calcula en base 
a las frecuencias de recombinación entre los mismos, partiendo del principio de que a 
mayor distancia entre ellos mayor es la probabilidad de recombinación en el intervalo 
entre los mismos. La unidad de distancia genética es el centiMorgan (cM), que 
corresponde al 1 por 100 de recombinación (1 recombinante por cada 100 individuos). 
La función mas simple para calcular la distancia es la de Haldane (1919), que asume no 
interferencia, es decir que la recombinación en un intervalo es independiente de la 
recombinación en otro intervalo. La función de Kosambi (1944) permite interferencia 
parcial, por lo que es mas precisa. Hoy en día es posible utilizar programas informáticos 
para la construcción de mapas genéticos, tales como MAPMAKER/EXP (Lander y col. 
1987), o JOINMAP (Stam y Van Ooijen 1995), entre otros. Estos programas permiten 
el análisis multipunto de los loci ligados, con lo que se consigue una mayor exactitud en 
la ordenación de los marcadores. 
Algunas características genéticas de los cítricos, como el relativamente bajo  
número de cromosomas (n = 9) y el reducido tamaño de su genoma [1C = 0.62 pg 
(Guerra 1984)], así como el elevado nivel de polimorfismo y la posibilidad de generar 
híbridos fértiles intraespecíficos e intergenéricos, favorecen la construcción de mapas 
genéticos de ligamiento. Hasta la fecha se han publicado un total de 39 mapas genéticos 
de cítricos correspondientes a especies de interés para la citricultura (Tabla 1), ya sea 
por su aplicación como patrón (C. aurantium, C. volkameriana, P. trifoliata...), o por la 
producción de fruta para consumo en fresco o zumo (C. sinensis, C. clementina…). 
Disponer de mapas genéticos para las diferentes especies del género Citrus permite la 
comparación de sus genomas, abriendo nuevas líneas de investigación en el campo de la 
genómica comparativa, la mejora genética asistida por marcadores moleculares, o el 
desarrollo de estrategias de clonación posicional entre otras. De hecho, los mapas 
genéticos constituyen una herramienta esencial en la localización de genes.  
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Tabla 1. Mapas genéticos de cítricos publicados. N: número de individuos que 
componen la familia analizada. cM: tamaño del mapa de ligamiento. M: número de 
marcadores. G.L.: número de grupos de ligamiento que componen el mapa. Programa 
informático utilizado.  
 
La mayoría de los mapas genéticos de cítricos publicados corresponden a 
poblaciones segregantes obtenidas para la mejora de patrones, tomando normalmente a 
la especie P. trifoliata como fuente principal de resistencia a distintas enfermedades y al 
frío (ver las revisiones de Ruiz y Asins 2003; y de Chen y col. 2008). Oliveira y col. 
(2007) han obtenido mapas de ligamiento basándose en un diseño de retrocruzamiento 
[(mandarina x naranja dulce) x naranja dulce] utilizando marcadores moleculares tipo 
AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphisms). El diseño experimental basado 
en la obtención de una población segregante mediante un cruzamiento, es la base de 
Referencia Cruce N Mapa cM M G.L. Programa 
Jarrel y col. 1992
Sacaton (C. paradisi x P. trifoliata) x Troyer (C. 
sinensis x P. trifoliata)
60 intergenérico 351 38 10 MAPMAKER
C. grandis cv. Thong Dee x (C. grandis cv. Thong Dee
x P. trifoliata cv. Pomeroy)
65 intergenérico 553 52 11 MAPMAKER
C. reticulata x C. paradisi 65 interespecífico 314 32 8 MAPMAKER
Cai y col. 1994
C. grandis cv. Thong Dee x (C. grandis cv. Thong Dee
x P. trifoliata cv. Pomeroy)
65 intergenérico 1.192 189 9 MAPMAKER
Autopolinización de C. grandis 52 C. grandis 600 34 7 MAPMAKER
C. reshni  x P. trifoliata 52 intergenérico 1.503 95 12 MAPMAKER
Kijas y col. 1997
Sacaton (C. paradisi x P. trifoliata) x Troyer (C.
sinensis x P. trifoliata)
60 intergenérico 410 48 12 JOINMAP
C. aurantium 1000 247 20 MAPMAKER
C. latipes 600 92 12 MAPMAKER
C. volkameriana 137 45 9 JOINMAP
P. trifoliata 126 38 5 JOINMAP
C. sunki 732.32 63 10 MAPMAKER
P. trifoliata 866.88 62 8 MAPMAKER
Rose y col. 2000
Sacaton (C. paradisi x P. trifoliata) x Troyer (C.
sinensis x P. trifoliata)
60 intergenérico 701 156 16 JOINMAP
Sankar & Moore 2001
C. grandis cv. Thong Dee x (C. grandis cv. Thong Dee
x P. trifoliata cv. Pomeroy)
60 intergenérico 874 310 9 JOINMAP
Autopolinización de P. trifoliata cv. Flying Dragon 57 P. trifoliata 269.7 66 10 JOINMAP
P. trifoliata 275.2 48 5 JOINMAP
C. aurantium 441.5 120 15 JOINMAP
P. trifoliata 341.9 73 8 JOINMAP
C. volkameriana 460.1 97 10 JOINMAP
P. trifoliata 325 63 9 JOINMAP
C. aurantium 471 157 9 JOINMAP
C. grandis 704 117 9 JOINMAP
P. trifoliata 638 100 9 JOINMAP
C. sinensis 612.1 117 12 MAPMAKER
C. reticulata  353.3 51 12 MAPMAKER
Oliveira y col. 2005 C. reticulata cv. Cravo x C. sinensis cv. Pera 94 interespecífico 527 217 15 JOINMAP
Cevik & Moore 2007
[C. grandis x (C. paradisi x P. trifoliata )] x {[(C. 
paradisi x P. trifoliata ) x C. reticulata ] x [(C. paradisi 
x P. trifoliata ) x C. sinensis ]} 
30 intergenérico 314.8 63 9 JOINMAP
Tangor Murcott 1651.47 65 9
C. sinensi  Cv. Wra 1596.2 55 5
Tangor Murcott 845 227 9 JOINMAP
C. sinensis 525.6 - 985.6 113 11
P. trifoliata 320.4 - 435.9 45 8
intergenérico 514.5 123 13 JOINMAP
Bastianel y col. 2009
C. sinensis cv Pera x Tangor Murcott (C. reticulata x
C. sinensis)
143 interespecífico 842 265 10 JOINMAP
Biswas y col. 2010 C. sinensis x P. trifoliata 96 intergenérico 15.933 65 5 JOINMAP
"Clementina" 858 215 9
Tangelo "Orlando" 886 189 9
Durham y col. 1992
Luro y col. 1996
Simone y col. 1998 C. aurantium x C. latipes 120
Garcia y col. 1999 C. volkameriana x P. trifoliata cv. Rubidoux 80
Cristofani y col. 1999 C. sunki x P. trifoliata 80
Ruiz & Asins 2003
C. aurantium cv. Afin verna x P. trifoliata cv. Flying
Dragon
66
C. volkameriana x P. trifoliata cv. Rubidoux 80
Asins y col. 2004
C. aurantium cv. Afin verna x P. trifoliata cv. Flying
Dragon
66
Weber y col. 2003 C. grandis x P. trifoliata cv. Rubideaux   99
Oliveira y col. 2004 C. reticulata cv. Cravo x C. sinensis cv. Pera 94
Oliveira y col. 2007
Tangor Murcott (C. reticulata x C. sinensis) x C. 
sinensis  L. Osb. Cv. Wra
87
Gulsen y col. 2010
C. reticulata Blanco cv. Clementina x Tangelo
"Orlando" (C. paradisi x C. reticulata)
164 JOINMAP
MAPMAKER
Chen y col. 2008 C. sinensis x P. trifoliata  cv. Argentina 75
JOINMAP/MAPMAKER
 30 
 
cualquier tipo de análisis de ligamiento. No obstante, los cruzamientos recíprocos 
permiten además estudiar diferencias en distorsión de segregación y recombinación 
entre progenitores masculinos y femeninos, como los descritos en Solanaceas (de 
Vicente y Tanksley 1991) y Brassicaceas (Kearsey y col. 1996). Disponer de 
información sobre regiones genómicas que muestran distorsión de segregación es 
importante en la mejora, sobre todo si estas regiones contienen genes o QTLs 
(Quantitative Trait Loci) de interés agronómico. De hecho, el análisis de las diferencias 
en la recombinación puede ser aprovechado para mejorar la resolución de un mapa 
genético, la ubicación de QTLs y la discriminación de genes candidatos. 
Otra aplicación de los cruzamientos recíprocos es el estudio de la herencia del 
ADN de los orgánulos citoplasmáticos. Entre las actividades metabólicas que tienen 
lugar en el seno del cloroplasto encontramos la fotosíntesis, la producción de almidón y 
de algunos aminoácidos y lípidos, la síntesis de vitaminas, y varios aspectos clave de los 
metabolismos del azufre y del nitrógeno. Algunos caracteres de importancia agronómica 
como la resistencia a herbicidas están relacionados con el cloroplasto, y otros como la 
esterilidad masculina citoplasmática están relacionados con la mitocondria (Frei y col. 
2003). En cítricos, se ha descrito que la sensibilidad a la toxina de Alternaria alternata 
se debe a el procesamiento postranscripcional diferencial de un gen mitocondrial 
(Ohtani y col. 2002). Por otra parte, Yamamoto y col. (1997) describieron que el aborto 
de las anteras en la mandarina satsuma es debido a la esterilidad masculina 
citoplasmática. De este modo, la disección de las interacciones citoplasma - núcleo 
puede ser imprescindible para entender la base genética de caracteres relacionados con 
la biología reproductiva de los cítricos.  
El estudio de la cosegregación entre marcadores y caracteres cuantitativos en 
poblaciones de mejora, permite la detección de las regiones genómicas en las que se 
encuentra el gen/es que afectan al carácter de interés habitualmente denominadas QTLs 
(Quantitative Trait Loci). El término QTL se acuñó para describir una región del 
cromosoma (definida por el ligamiento a un marcador) que presenta un efecto 
significativo en la variación de un carácter cuantitativo (Gelderman 1975). El análisis de 
QTLs se basa en la búsqueda de asociaciones entre un carácter cuantitativo y los 
distintos alelos que segregan en una población (Kearsey y Farquhar 1998). De este 
modo, un QTL se define por el ligamiento con un marcador o una pareja de marcadores 
(intervalo), cuya variación presenta una asociación significativa con la variación del 
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carácter cuantitativo. La posibilidad de construir mapas genéticos permite el uso de 
métodos para el análisis de QTLs que se basan en el estudio de intervalos entre 
marcadores, y que subsanan en parte la subestimación de QTLs ya que se estudian 
conjuntamente la posición y el efecto del QTL en posiciones comprendidas en el 
intervalo entre dos marcadores. Los programas de detección de QTLs más utilizados 
son Mapmaker/QTL (Lander y Botstein 1989), MapQTL (Van Ooijen y Maliepaard 
1996) y Windows QTL cartographer (Wang y col. 2006). 
2.5 Mejora genética en cítricos 
En los cítricos, como en otros cultivos, existen numerosos caracteres 
agronómicos susceptibles de ser mejorados, y que repercutirán favorablemente en los 
resultados económicos del cultivo. Entre ellos se podrían citar algunos como: la calidad 
organoléptica, la productividad, el calibre del fruto, la ausencia de semillas en las 
variedades dedicadas al consumo en fresco, la época de maduración, 
tolerancia/resistencia a factores bióticos y abióticos, etc. De hecho, algunas de las 
limitaciones del cultivo hacen necesario el establecimiento de programas de mejora 
genética para obtener nuevos genotipos más resistentes a estreses bióticos, abióticos y 
con una buena calidad de fruta. 
Por ello, desde finales del siglo pasado se han puesto en marcha diversos 
programas de mejora genética de cítricos en varios países. Entre las líneas de mejora 
tradicionalmente empleadas destacan la selección clonal, la mutagénesis inducida y la 
hibridación sexual. La gran mayoría de las variedades cultivadas procede de la selección 
en el campo de mutaciones espontáneas (selección clonal), que se producen con relativa 
frecuencia en los cítricos (Gmitter y col. 2007). En cuanto a los métodos tradicionales 
de hibridación y selección, los resultados han sido limitados pese a la gran variabilidad 
genética de los cítricos (Herrero y col. 1996). Este resultado es imputable, en parte, a 
factores que son comunes a todo tipo de especies leñosas, como por ejemplo el tiempo y 
el espacio necesarios para desarrollar un programa de mejor de este tipo. Por otra parte, 
los escasos resultados de los programas de mejora tradicional también son consecuencia 
de varios factores relacionados con la biología de reproducción de los cítricos: 
- Algunos genotipos tienen una esterilidad total o parcial del polen y/o de los 
óvulos que limita su uso como parentales en los programas de cruzamientos, 
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además de los frecuentes casos de inter/autoincompatibilidad sexual (Frost y 
Soost 1968; Soost 1969; Soost y Cameroon 1975). 
- la mayoría de los genotípos son apomícticos y sus semillas producen embriones 
nucelares que limitan el desarrollo de los embriones cigóticos (Ueno y col. 
1967), dificultando así la obtención de progenies segregantes del tamaño 
suficiente para la selección de los caracteres deseados. 
- Los cítricos presentan un largo periodo juvenil y pueden llegar a necesitar hasta 
8 años para producir los primeros frutos, lo que implica un retraso excesivo para 
la evaluación de los caracteres del fruto en la progenie (Soost y Cameroon 
1975). 
- Hasta la fecha se desconoce el modo de herencia de la mayoría de los caracteres 
de interés, lo que dificulta la selección de los genitores mas adecuados para los 
programas de mejora.  
No obstante, los programas de mejora clásica han obtenido algunos logros como 
los patrones citranges Troyer y Carrizo [C. sinensis (L.) Osb. x P. trifoliata (L.) Raf.] 
obtenidos mediante cruzamiento (Savage y Gardner, 1965), y la variedad Fortune (C. 
clementina Hort. ex Tan. x C. tangerina Hort. ex Tan.) obtenida por Furr en 1964, muy 
extendida en algunas áreas citrícolas como España y Estados Unidos. De este modo, el 
desarrollo de estudios de segregación dentro del grupo de especies incluidas en el 
género Citrus representa una herramienta fundamental para incrementar la capacidad de 
explotar la variabilidad genética del germoplasma.  
Actualmente, gracias al espectacular desarrollo de las diferentes técnicas 
biotecnologías y su aplicación a la mejora vegetal se han abierto nuevos horizontes en la 
mejora de los cítricos. El aprovechamiento de la variación somaclonal que se produce 
durante el cultivo in vitro (Dewald y Moore 1987; Grooser y col. 2007), las técnicas de 
rescate de embriones (Navarro y col. 2002; Viloria y col. 2005), el asilamiento de 
protoplastos (Grosser y Gmitter 1990) y la fusión somática (Grosser y col. 2000; 
Grosser y Chandler 2000), la mejora asistida por marcadores moleculares (Ruiz y col. 
2000) y la transformación genética (Domínguez y col. 2002; Fagoaga y col. 2006; 
Febres y col. 2008; Rai y col. 2006) son algunos ejemplos de las nuevas tecnologías 
aplicadas hoy en día en los programas de mejora de cítricos.  
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2.6 Resistencia a CTV dentro del género Citrus 
 
Dentro del género Citrus encontramos especies resistentes a determinados aislados 
de CTV (Asíns y col. 2004; Bernet y col. 2004; Bernet y col. 2008; Fang y Roose 
1999). Garnsey y col. (1997), describieron la resistencia de la variedad de zamboa C. 
máxima cv. Chandler a ciertos aislados de CTV. Posteriormente, Fang y Roose (1999) 
concluyeron que la resistencia de esta variedad estaba controlada por un único gen 
denominado Ctv2 (independiente de Ctv) siendo este cultivar heterocigoto. Por lo tanto, 
el interés del pumelo es doble: por un lado como fruta de consumo en fresco debido a su 
exoticidad y gran tamaño de fruto, y por otro, como base genética en programas de 
mejora para la obtención de nuevas variedades con resistencia a CTV. Al tratarse de una 
especie monoembriónica que produce únicamente, o predominantemente, embriones 
cigóticos (Barret y Rhodes 1976) es posible cruzarla con otras variedades comerciales 
con el fin de introducir la resistencia a CTV. Por lo tanto, cabe la posibilidad de plantear 
una nueva estrategia en la lucha contra CTV a través de la hibridación. De hecho, el 
desarrollo de programas de mejora de variedades basados en la incorporación de la 
resistencia de C. máxima representa una poderosa herramienta en la lucha contra CTV, 
dado que el uso de diferentes fuentes de resistencia genética es fundamental para 
conseguir una resistencia a la enfermedad más duradera. Del mismo modo, el análisis 
genético de la resistencia de C. máxima podría abrir nuevas líneas de mejora basadas en 
las diferentes técnicas biotecnológicas. 
 
  
OBJETIVOS
  
3 Objetivos 
El aprovechamiento, mediante hibridación controlada, de la variabilidad 
genética existente entre las distintas especies del género Citrus constituye una estrategia 
de mejora, encaminada en nuestro caso a la incorporación de genes que proporcionan 
resistencia frente a la enfermedad de la tristeza de los cítricos en variedades 
susceptibles. De este modo, el objetivo de la presente tesis consiste en la mejora varietal 
de la resistencia al virus de la tristeza de los cítricos, CTV, a partir de la resistencia 
encontrada en C. máxima. Para lograr este propósito, un primer paso sería el estudio 
genético de la resistencia de C. máxima, así como la obtención de mapas genéticos en 
los que localizar la región cromosómica donde se encuentra el gen (genes) de 
resistencia. Al mismo tiempo se pretende identificar marcadores moleculares asociados 
a este carácter que puedan ser empleados para llevar a cabo la selección asistida por 
marcadores (SAM) en los programas de mejora reduciendo así sus costes.  
Dicho objetivo ha sido acometido a partir del establecimiento de los siguientes 
objetivos parciales: 
 Análisis de la segregación de diferentes tipos de marcadores moleculares en las 
dos familias segregantes obtenidas mediante el cruzamiento recíproco 
controlado entre C. máxima Burm. (variedad “Chandler”) y C. clementina Hort. 
Ex Tan. (variedad “Fortune”).  
 Obtención de mapas genéticos de ligamiento para las especies C. máxima Burm. 
y C. clementina Hort. Ex Tan.  
 Comparación de dichos mapas con los de las especies C. aurantium y Poncirus 
trifoliata estudiando la colinearidad entre sus genomas.  
 Análisis del control genético de la resistencia a CTV en C. máxima mediante la 
detección de QTLs e interacciones epistáticas relacionados con la acumulación 
de CTV en las familias segregantes descritas anteriormente. 
 Obtención de un nuevo grupo de marcadores moleculares derivados del análisis 
de la respuesta transcripcional diferencial entre genotipos resistentes y sensibles 
desencadenada tras la inoculación con CTV. 
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 Obtención de una herramienta para la selección asistida por marcadores 
moleculares de los híbridos resistentes a CTV a partir de un sistema de redes 
neuronales artificiales. 
 
 
  
CAPÍTULO I
  
CAPÍTULO I: 
4 Caracterización molecular de dos familias segregantes obtenidas por 
cruzamiento recíproco entre las variedades “Chandler” y “Fortune” y 
obtención de mapas genéticos de ligamiento para las especies Citrus máxima 
Burm. y Citrus clementina Hort. Ex. Tan. 
 
El estudio genético de este capítulo está basado en el cruzamiento recíproco entre 
dos variedades híbridas derivadas de dos especies de cítricos verdaderas (no 
apomícticas), una mandarina (C. clementina) y un pumelo (C. máxima). Ambas especies 
difieren en caracteres de interés agronómico como son la resistencia a patógenos; o el 
tamaño, color y sabor del fruto. Los objetivos del presente estudio fueron: (1) detectar 
las regiones genómicas que presentan distorsión de segregación y estudiar las causas 
que la provocan; (2) estudiar la herencia del ADN mitocondrial y cloroplástico; (3) 
deducir los mapas genéticos de ligamiento de las especies C. clementina y C. máxima y 
(4) comparar estos mapas con los de dos especies empleadas como patrón, C. aurantium 
y Poncirus trifoliata, que fueron utilizados previamente para localizar genes de 
resistencia a CTV (Asins y col. 2004). 
4.1 Material y métodos 
4.1.1 Material vegetal 
En este trabajo hemos analizado la población segregante, compuesta por 201 
híbridos, obtenida mediante el cruzamiento recíproco controlado entre las variedades 
comerciales “Fortune” y “Chandler”. La variedad de mandarina Fortune es un híbrido 
derivado del cruzamiento entre las especies C. clementina Hort. ex Tan. y C. tangerina 
Hort. ex Tan., que muchos autores consideran la misma especie dado el alto grado de 
parentesco genético entre ambas (Herrero y col. 1996). Por otra parte, la variedad de 
pumelo Chandler es un híbrido resultante del cruzamiento entre dos accesiones de C. 
máxima Burm. Osbeck.  
Realizando el cruzamiento en las dos direcciones posibles, se obtuvieron dos 
poblaciones de descendientes: la familia derivada de la variedad Fortune como parental 
femenino que cuenta con 144 híbridos (familia FxCh) y la derivada de la variedad 
Chandler como parental femenino compuesta por 57 híbridos. La polinización 
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controlada de las flores se llevó a cabo en un invernadero sobre un único árbol de cada 
variedad, pertenecientes a la colección de variedades del Instituto Valenciano de 
Investigaciones Agrarias (IVIA). Como es habitual en cítricos, se perdieron muchos 
frutos antes de la maduración siendo la variedad Chandler la más afectada por este 
suceso. Los escasos resultados obtenidos para dicha variedad nos obligaron a repetir la 
polinización controlada la primavera siguiente sobre dos árboles pertenecientes a la 
citada colección, pero mantenidos en una parcela experimental. Los híbridos de la 
familia FxCh derivan de las semillas de 5 frutos, mientras que los de la familia ChxF 
derivan de las semillas de 6 frutos.  
4.1.2 Marcadores moleculares 
 
La extracción del ADN genómico de cada uno de los descendientes de ambos 
cruces fue realizada a partir de una muestra de tejido foliar siguiendo el protocolo de 
extracción descrito por Ruiz y col. (2000). Las condiciones de PCR (Polimerase Chain 
Reaction) para los marcadores tipo SSR (Simple Sequence Repeats) y SCAR (Sequence 
Characterized Amplified Regions), electroforesis y tinción se ajustan a las propuestas 
por Ruiz y col. (2000). Las condiciones de PCR empleadas para los marcadores tipo 
IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polimorphism) se ajustan a las descritas por 
Bretó y col. (2001). 
Con la finalidad de detectar el mayor número posible de loci polimórficos 
dispersos homogéneamente en el genoma de ambos parentales, se utilizaron un total de 
147 pares de cebadores diseñados para amplificar distintos tipos de marcadores 
moleculares incluyendo un análogo de resistencia, 105 microsatélites o SSRs, 15 
SCARs y 26 IRAPs. Todos ellos, a excepción de los marcadores tipo SCAR y el 
análogo de resistencia fueron seleccionados con la intención de detectar polimorfimos 
distribuidos aleatoriamente por todo el genoma de los parentales. Con la intención de 
poder comparar nuestros mapas con los de otros estudios, se emplearon parejas de 
cebadores que habían sido utilizadas previamente (Kijas y col. 1997; Ruiz y Asins 
2003; Bernet y Asins 2003; Ahmad y col. 2003; Asins y col. 2004; Barkley y col. 
2006). Así por ejemplo, dentro del grupo de marcadores tipo SSR se incluyeron once de 
los descritos en Barkley y col. (2006) y los 26 descritos por Ahmad y col. (2003) 
denominados CSM. 
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Se obtuvieron nuevos marcadores tipo IRAP combinando los cebadores para los 
dominios integrasa y retrotranscriptasa (sufijos int y rt) de los cuatro retrotransposones 
tipo Gypsy C1, C2, C8 y C11 (Bernet y Asins 2003). Finalmente, obtuvimos nuevos 
marcadores tipo SSR tras diseñar 51 nuevas parejas de cebadores a partir de las bases de 
datos moleculares NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y HarvEst 
(http://www.harvest.ucr.edu/) siguiendo el procedimiento descrito en Ruiz y Asins 
(2003). Para designar estos nuevos microsatélites obtenidos a partir de una biblioteca de 
ADN se utilizó el prefijo CL, mientras que para el resto empleamos el prefijo CR.  
Todas las parejas de cebadores fueron inicialmente probadas en ambos 
parentales y 3 híbridos de cada progenie. Los cebadores que amplificaban bandas 
polimórficas, de acuerdo con el patrón de bandas de los parentales, fueron utilizados 
para genotipar 174 híbridos de las poblaciones segregantes (128 y 46 de las familias 
FxCh y ChxF, respectivamente). Solamente fueron incluidos los productos de la 
amplificación repetibles. Solo se encontró ambigüedad a la hora de asignar un genotipo 
para el marcador tipo SSR CR66 debido a la similitud del tamaño de dos de las 4 bandas 
segregantes amplificadas. Las bandas segregantes fueron denominadas por la pareja de 
cebadores con las que se amplificaban, y si se genotipaba mas de un locus, este nombre 
aparece seguido de un número que indica el tamaño aproximado del fragmento 
amplificado correspondiente. El análisis del ADN citoplasmático se realizo con los 144 
híbridos de la familia FxCh y los 57 de la familia ChxF. Inicialmente fueron utilizadas 2 
parejas de cebadores para la amplificación del ADN mitocondrial (nad1exon B-
nad1exon C y rpS14-cob) y dos parejas de cebadores para la amplificación del ADN del 
cloroplasto (trnH-trnK y 253 psbC-trnS) descritas por Demesure y col. (1995) como 
cebadores universales para la amplificación de regiones polimórficas no codificantes del 
ADN de los orgánulos citoplasmáticos en plantas. La presencia de polimorfismos entre 
ambos parentales fue revisada llevando a cabo la digestión enzimática de los fragmentos 
amplificados con cada una de las seis enzimas de restricción seleccionadas (Alu I, Fsp 
BI, Hin 61, Hpa II, Nco I y Rsa I. Fermentas)  para revelar CAPS (cleaved amplified 
polymorphism sequence). La digestión se realizó en un volumen total de 25 ul 
conteniendo el correspondiente tampón específico para cada enzima (Fermentas) en 
concentración 1 x, 2 unidades del enzima y 5 ul del producto amplificado. La solución 
resultante fue incubada durante 3 horas a 37ºC. También se analizó la segregación de 
los marcadores de ADN cloroplástico de tipo SSR, SPCC1 y SPCC3, descritos por 
Cheng y col. (2005).  
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Los diferentes alelos de los marcadores que presentan niveles de distorsión de 
segregación muy elevados (CR13_550), de los marcadores involucrados en supuestas 
reordenaciones cromosómicas (SSR TAA27 y IRAP C1_250), y de otros marcadores 
utilizados como control (TAA1, CR19 y CL2.26) fueron purificados de las variedades 
Fortune, Chandler, Afin Verna (C. aurantium) y Flying Dragon (P. trifoliata), y 
secuenciados por el servicio de secuenciación del IBMCP (Instituto de Biología 
Molecular y Celular de Plantas, Valencia). Las secuencias fueron analizadas y alineadas 
utilizando los programas SEQUENCHER (Gene Codes Corporation) y OMIGA 
(Accelrys Inc.). Para la posterior búsqueda de similitudes en las bases de datos de 
nucleótidos y aminoácidos se utilizaron respectivamente las herramientas Blastn y 
Blastx.  
4.1.3 Análisis de segregación y ligamiento 
 
       Se utilizó el programa Joinmap 3.0 (Van Ooijen y Voorrips 2001) con un criterio de 
ligamiento de LOD mayor o igual a tres, fracción de recombinación de 0.5 y empleando 
la función de cartografiado de Kosambi. Ambas familias de descendientes fueron 
analizadas como poblaciones del tipo “cross-pollinator” sin conocimiento previo de la 
fase de ligamiento de los marcadores. Se siguieron dos estrategias de análisis: 
 Estrategia A 
Se obtuvieron cuatro archivos de genotipos considerando los modelos de segregación 
“nn x np”, ó “ln x ll”, (Siguiendo la nomenclatura del programa Joinmap) 
considerando como heterocigoto al parental masculino ó al femenino 
respectivamente, para F (C. clementina) y Ch (C. máxima) dentro de cada progenie 
(ChxF y FxCh). La segregación de cada locus segregante fue analizada, dentro de 
cada archivo, contrastándola con la esperada 1:1 utilizando el test de chi cuadrado 
proporcionado por Joinmap. 
Esta estrategia fue utilizada fundamentalmente para estudiar la distorsión de 
segregación a nivel de los gametos de ambos parentales por separado. Las 
frecuencias zigóticas esperadas de los 4 genotipos comprendidos en los tipos de 
segregación “ab x cd” ó “ef x eg” dentro de cada familia fueron calculadas para todos 
los marcadores codominantes utilizando las frecuencias gaméticas observadas, para 
estudiar la distorsión de segregación a nivel zigótico mediante un test de chi 
cuadrado con un grado de libertad.  
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Los cuatro archivos de genotipos obtenidos mediante esta estrategia se utilizaron 
para obtener dos mapas de ligamiento de C. clementina (como parental masculino y 
femenino) y otros dos para C. máxima. Posteriormente, se integraron los dos mapas 
de cada parental mediante el programa Joinmap, obteniendo así un mapa de cada 
especie. 
 Estrategia B 
En lugar de dos progenies separadas, se considero un sola población denominada 
(ChxF) + (FxCh) de 174 híbridos generándose dos archivos de genotipos; uno para 
Ch (C. máxima) y otro para F (C. clementina). Los modelos de segregación 
considerados fueron ‘‘nn x np’’ y ‘‘ab x cd’’ ó ‘‘ef x eg’’, como heterocigoto para el 
parental estudiado, o ambos parentales, respectivamente. 
La segregación de cada locus segregante fue revisada, dentro de cada archivo,  
contrastándola con la proporción esperada (1:1 y 1:1:1:1, respectivamente) 
utilizando el test de chi cuadrado proporcionado por Joinmap. Los marcadores 
heterocigotos en ambos parentales fueron utilizados como loci de anclaje, ó puentes 
alélicos, para identificar grupos de ligamiento homeólogos y para elaborar un mapa 
integrado mediante el programa JoinMap. Obtener un mapa común para C. 
clementina y C. máxima sólo es posible utilizando esta estrategia, de manera que 
sólo se incluyen en los resultados los mapas así obtenidos.  
Los marcadores distorsionados fueron cartografiados en ambos casos 
(estrategias A y B) con la finalidad de detectar las regiones del genoma asociadas y el 
sexo involucrado (estrategia A). Cabe resaltar que cada grupo de marcadores ligados 
obtenido mediante el programa Joinmap esta basado en un test de independencia, a 
partir de una tabla de contingencia (traducido a un valor de LOD), realizado a varios 
niveles de significación. El criterio de ligamiento LOD al valor utilizado normalmente 
en los análisis de ligamiento se ve afectado por la distorsión de segregación, pero dado 
que dicha distorsión no afecta al test de independencia se espera una menor incidencia 
de falso ligamiento (Van Ooijen y Voorrips 2001). La fase en la que se encuentran los 
loci segregantes (acoplamiento o repulsión) es automáticamente detectada por el 
software por medio de la opción subyacente “CP” que permite ligar loci de diferentes 
fases en el mismo cromosoma. 
Los grupos de ligamiento fueron nombrados con el nombre de la especie del 
género Citrus más próxima: Cl (C. clementina) para Fortune (Figura suplementaria 1 en 
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Barkley y col. 2006) y Mx (C. máxima) para Chandler, seguido de un número arábico si 
dicho grupo está incluido en un grupo de homeologia ó, en caso contrario, un número 
romano (Ruiz y Asins 2003 y Asins y col. 2004). 
4.2 Resultados 
4.2.1 Fertilidad de las variedades Fortune y Chandler 
 
Bajo las mismas condiciones de cultivo, como parental femenino el mandarino 
Fortune resultó mas fértil (28.8 semillas por fruto) que el pumelo Chandler (9.7 semillas 
por fruto). Fortune también mostró un menor número de semillas abortadas por fruto y 
un menor número de frutos con semillas abortadas que Chandler (0.8 versus 9% y 40 
versus 100%, respectivamente). Además, el porcentaje de supervivencia de las plántulas 
en el semillero fue mayor cuando Fortune era el parental masculino (91.43%) que 
cuando lo era Chandler (69%). El problema de fertilidad de la variedad Chandler 
disminuyó en gran medida al utilizar como parentales femeninos los dos árboles 
propagados por injerto en campo. Entonces, se encontraron más de 117 semillas por 
fruto y se observó una ausencia generalizada de semillas abortadas. Sin embargo, el 
número de semillas por fruto fue muy variable.  
4.2.2 Marcadores moleculares y análisis de ligamiento 
 
De las 147 parejas de cebadores probadas 89 (60.13%) amplificaron fragmentos 
de ADN polimórficos revelando un total de 156 loci segregantes. Varias parejas de 
cebadores permitieron la amplificación de más de un locus. Fortune fue heterocigoto 
para el 64.10% de los loci segregantes amplificados, mientras que Chandler lo fue para 
el 53.85%. Fortune segregó para un total de 100 loci (46 SSRs, 9 SCARs y 45 IRAPs), 
y Chandler para 84 loci (41 SSRs, 7 SCARs y 36 IRAPs). A excepción del microsatélite 
CR66 y el IRAP 5F-4R,4000 que sólo pudieron ser genotipados en la progenie ChxF, la 
media de datos ausentes por locus fue de 1.96 individuos. Ambos parentales fueron 
heterocigotos para un total de 29 marcadores. Todos ellos, a excepción de CR66, se 
comportaron como marcadores codominantes dado que fue posible la clasificación de 
los híbridos distinguiendo entre 4 genotipos. Comparando los tres grupos principales de 
marcadores utilizados, los microsatélites revelaron la mayor proporción de marcadores 
codominantes (43.5% en Fortune y 48.7% en Chandler) seguidos de los marcadores tipo 
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SCAR (33.3% en Fortune y 42.9% en Chandler) y los tipo IRAP (13.3% en Fortune y 
16.7% en Chandler).  
Los mapas genéticos de C. clementina y C. máxima obtenidos utilizando las 
estrategias A y B fueron muy similares. En la Figura 2 se presentan los mapas obtenidos 
utilizando la estrategia B (basados en 174 híbridos). Los marcadores señalados con una 
raya en la figura (localizados en el grupo de ligamiento Cl7a y los grupos integrados 
Cl3 + Mx3 y Cl4b + Mx4b) produjeron un incremento en el valor de bondad de ajuste 
cuando se incluyeron en el mapa. Como consecuencia, el programa Joinmap ofreció la 
posibilidad de seleccionar para los grupos de ligamiento afectados entre un máximo de 
3 ordenaciones de los marcadores que componen dichos grupos. 
El mapa genético de C. clementina (Fortune) cuenta con 95 marcadores 
moleculares repartidos en 13 grupos de ligamiento que se extienden en 577 cM. Un total 
de 5 marcadores (5%) no se incluyeron en ningún grupo de ligamiento. Por otra parte, el 
mapa de C. máxima (Chandler) contiene 77 marcadores agrupados en 11 grupos de 
ligamiento, y presenta una longitud de 486 cM. Se encontró una proporción semejante 
de marcadores no ligados para este parental (8.3%). La longitud de los grupos de 
ligamiento varía entre 2 y 126 cM para C. clementina y de 3 a 87 cM para C. máxima. 
Solamente el grupo de ligamiento Mx9a fue obtenido con un criterio de ligamiento de 
LOD 4.0; el resto fueron consistentes a valores de LOD superiores (entre paréntesis en 
la Figura 2). El empleo de la estrategia B y disponer de marcadores que segregan 
simultáneamente en ambos parentales, permitió la integración de 4 grupos de ligamiento 
de C. clementina y C. máxima: Cl4b + Mx4b, Cl12 + Mx12, Cl3 + Mx3 y Cl10 + 
Mx10. La posición relativa de los marcadores CMS46 y CR66 en el grupo de 
ligamiento integrado Cl10 + Mx10 cambia cuando se compara con los mapas parentales 
(líneas discontinuas en la Figura 2).  
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Figura 2. Mapas genéticos obtenidos para las especies C. clementina y C. máxima, y 
grupos de ligamiento integrados (Cl + Mx), siguiendo la estrategia de análisis B. Entre 
paréntesis se indica el máximo valor de LOD para cada grupo de ligamiento. La 
nomenclatura de los grupos de ligamiento sigue la descrita por Ruiz y Asins (2003) y 
Asins y col. (2004). Los marcadores comunes se conectan con una línea, siendo esta 
línea discontinua cuando se observa un cambio en el orden de los marcadores. Los 
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marcadores señalados con una raya en la figura produjeron un incremento en el valor de 
bondad de ajuste cuando se incluyeron en el mapa. Las regiones genómicas que 
contienen marcadores que presentan distorsión de segregación heredados del parental 
masculino (señalados con asteriscos) son enmarcadas dentro de una elipse (Estrategia 
A). Las regiones genómicas que contienen marcadores que presentan distorsión de 
segregación heredados del parental femenino (señalados con círculos pequeños) están 
enmarcadas en un rectángulo (estrategia A). Un hexágono indica las regiones afectadas 
por la distorsión de segregación a nivel zigótico. En los grupos de ligamiento 
integrados, obtenidos siguiendo la estrategia de análisis B, los marcadores afectados por 
la distorsión de segregación están señalados con asteriscos. El número de asteriscos o 
círculos pequeños en los marcadores (de 1 a 3), indican respectivamente la presencia de 
distorsión a los diferentes niveles de significación (0.05, 0.01 y 0.005 o inferior). 
 
4.2.3 Herencia del ADN de los orgánulos citoplasmáticos 
 
El fragmento amplificado obtenido con la pareja de cebadores para ADN 
mitocondrial rpS14-cob presentó el tamaño esperado (1,500 pb) y mostró polimorfismo 
tras la digestión con las endonucleasas Alu I, Fsp BI, Nco I y RSA I. El fragmento 
amplificado de 1650 pb obtenido con la pareja de cebadores para ADN cloroplástico 
psbC-trnS, solamente mostró polimorfismo al ser digerido con las endonucleasas Alu I y 
Nco I. Los microsatélites SPCC1 y SPCC3, también revelaron polimorfismos de 
sencilla interpretación y con el tamaño indicado por Cheng y col. (2005). Toda la 
progenie FxCh mostró el patrón de bandas característico de los marcadores de orgánulos 
del parental femenino, Fortune. Sin embargo, en la familia ChxF 6 híbridos (10.5%) 
mostraron el patrón de bandas para los marcadores de orgánulos del parental masculino, 
el mandarino Fortune (Figuras 3 y 4), mientras que el resto de los híbridos mostró el 
patrón de bandas del parental femenino, Chandler. Este descubrimiento sugiere una 
excepción en la herencia materna de las secuencias de ADN de los orgánulos tras la 
hibridación entre especies de cítricos.  
La extremadamente anómala segregación del marcador CR13_550 (no 
agrupado) en la familia ChxF resultó idéntica a la segregación de los marcadores 
citoplasmáticos en ambas progenies (Figura 3), indicando que en cítricos CR13_550 es 
un marcador cloroplástico o mitocondrial. Las secuencias de Fortune y Chandler para 
este marcador fueron alineadas y la secuencia consenso se utilizó para llevar a cabo una 
búsqueda de homeología a través de las herramientas blastn y blastx en las bases de 
datos de nucleótidos y aminoácidos respectivamente. Se encontró homología 
significativa con una secuencia de C. clementina (E-value: 3e-124) y con 6 secuencias 
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de C. sinensis (E-value: 3e-123). No se encontró homología significativa con la 
secuencia del genoma de cloroplasto de C. sinensis descrita por  Baushery col. (2006), 
ni con ninguna otra proteína conocida. 
 
 
 
 
Figura 3. Electroforesis en gel revelada por tinción de plata del marcador SSR CR13, y 
el marcador mitocondrial tipo CAPS obtenido mediante la amplificación con la pareja 
de cebadores rpS14-cob (Demesure y col. 1995) y posterior digestión con la 
endonucleasa RsaI. CR13_515 y CR13_500 son mapeados en los grupos de ligamiento 
nucleares Cl 10 y Cl 3, respectivamente, mientras que CR13_550 se comporta como los 
marcadores citoplasmáticos. 
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Figura 4. Electroforesis en gel revelada por tinción de plata de los microsatélites de 
ADN cloroplástico SPCC1 y SPCC3 (Cheng y col. 2005) en un conjunto de híbridos 
pertenecientes a las progenies FxCh y ChxF; Ch + F (pool equimolecular de ADN de 
ambos parentales); Chandler y Fortune. Los productos de PCR de ambos marcadores 
fueron cargados consecutivamente en el mismo gel. SPCC1 fue cargado primero.  
 
4.2.4 Análisis de la distorsión de segregación 
 
Para poder identificar el origen de la distorsión (masculino y/o femenino) se 
utilizaron los cuatro archivos de genotipos obtenidos siguiendo la estrategia de análisis 
A. Los marcadores que se alejan de la segregación mendeliana 1:1 esperada (α = 0.05), 
aparecen indicados en la Figura 2. En los grupos de ligamiento integrados se indican los 
marcadores distorsionados detectados mediante la estrategia de análisis B. Tanto en C. 
clementina como en C. máxima, los grupos de ligamiento que muestran distorsión de 
segregación varían en función de que actúen como parental masculino o femenino 
(Tabla 2). Ambos genotipos muestran una proporción similar de marcadores 
distorsionados, que se incrementa en torno a un 10% cuando actúan como parental 
masculino. No se encontró relación entre el tipo de marcador molecular analizado y la 
presencia (o ausencia) de distorsión de segregación. Solamente 5 marcadores mostraron 
distorsión de segregación en ambas progenies: los IRAPs C8intC2rt_120 (no forma 
parte de ningún grupo de ligamiento) y 3F-4R_1070, que representan un 2.1% del total 
de los marcadores segregantes incluidos en el mapa de C. clementina; los microsatélites 
SPCC3
SPCC1
1018 bp
517 bp
506 bp
298 bp
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CR13_550, CMS8 (que no forman parte de ningún grupo de ligamiento) y CMS46, que 
representan el 3.6% de los marcadores del mapa de C. máxima. Ningún marcador 
común entre ambos mapas mostró distorsión de segregación simultáneamente como 
parental masculino y femenino. 
El microsatélite CAG01, incluido en los grupos de ligamiento Cl4b y Mx4b, 
mostró una segregación distorsionada de los gametos masculinos de Fortune que 
participaron en la fertilización y en los gametos femeninos de Chandler. Por otra parte, 
el IRAP C8intCrt 650, común entre los grupos de ligamiento Cl3 y Mx3 mostró una 
segregación sesgada para los gametos masculinos de Chandler y para los gametos 
femeninos de Fortune. Sólo un marcador (CMS46 localizado en el grupo de ligamiento 
10) mostró distorsión de segregación en ambos genotipos cuando intervienen en el 
cruzamiento como parental femenino, representando una posición evolutivamente 
conservada ligada a la viabilidad del óvulo. Este mismo marcador, en el genotipo de 
Chandler, mostró distorsión tanto como parental masculino como femenino 
representando una posición ligada a la viabilidad de los gametos.  
En el caso de los marcadores tipo IRAP, se observó una tendencia uniforme en 
la dirección de la desviación de la segregación hacia la presencia de la banda del IRAP 
en todos los casos (7 de 7) en los mapas de ambos genotipos cuando intervienen como 
parental femenino.  
La distorsión de segregación a nivel cigótico (Tabla 3) fue investigada utilizando 
28 marcadores codominantes comunes entre ambas familias de descendientes (estrategia 
A). Solamente resultó altamente significativa la distorsión del microsatélite CR13_550, 
cuya segregación se ajustaba a la herencia citoplasmática. Por lo tanto, la principal 
fuente de distorsión de la segregación parece ser de origen gamético. 
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Tabla 2. Grupos de ligamiento, de los mapas de C. máxima y C. clementina, que 
incluyen marcadores que presentan distorsión de segregación. N, número de marcadores 
que presentan distorsión de segregación; %, porcentaje de marcadores que presentan 
distorsión de segregación; U, número de marcadores que presentan distorsión de 
segregación y no pertenecen a ningún grupo de ligamiento.  
Mapa genético Familia N % U Grupo de ligamiento 
C. máxima ChxF 6 7.79 3 Mx 4a, Mx 4b, Mx 10 
 FxCh 18 23.38 1 Mx 3, Mx 4a, Mx 4c, Mx 10, Mx 12 
C. clementina ChxF 21 22.1 4 Cl 2, Cl 3, Cl 4a, Cl 4b, Cl 7a, Cl 9a + 9b 
 FxCh 13 13.68 2 Cl 3, Cl 4c, Cl 7b, Cl 10 
 
Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotípicas de los marcadores codominantes que 
presentan distorsión de segregación a nivel cigótico.   
    Segregación alélica   Segregación Genotípica 
    Esperada Observada X2 (1 grado libertad)   Esperada Observada X2 (1 grado libertad) 
Familia Marcador  a:b  c:d  a:b  c:d  a:b  c:d   ac:ad:bc:bd  ac:ad:bc:bd   
ChxF  CR13_550  23:23 23:23 4:42 42:4 31.4*  31.4*   3.65:0.35:38.35:3.65  0:4:42:0  46** 
 CR56  22.5:22.5  22.5:22.5  21:24 20:25 0.2  0.6   9.33:11.67:10.67:13.33  6:15:14:10  4.02* 
FxCh  CMS4  59.5:59.5  61:61  53:66  63:59 1.4  0.1    27.37:25.63:34.08:31.92  22:31:40:26  4.3* 
* P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.005          
 
4.2.5 Comparación de mapas 
 
El conjunto de marcadores comunes ha permitido la identificación de la mayor 
parte de los grupos de ligamiento homeólogos entre los mapas de ligamento obtenidos 
(C. clementina y C. máxima) y los previamente publicados para las especies C. 
aurantium y P. trifoliata (Asins y col. 2004) (Figura 4). No se encontró grupo 
homeólogo para el grupo de ligamiento ClXIII de C. clementina. Estos resultados han 
supuesto que dos grupos de ligamiento del mapa genético del naranjo amargo, 
previamente denominados AI + AVII y A11, hayan sido renombrados como A4a y A4c, 
respectivamente. 
Varios marcadores incluidos en los grupos de ligamiento 7 y 4b de C. 
clementina, C. máxima y P. trifoliata se localizan en un único grupo del mapa de C. 
aurantium (A3b + A7 + A4b). Del mismo modo, el grupo Pa4 de P. trifoliata incluye 
marcadores localizados en los grupos de ligamiento 4b (Cl4b y A3b + A7 + A4b) y 4a 
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(Cl4a, Mx4a y A4a). No se encontró consenso en la asignación de un grupo de 
ligamiento para el microsatélite TAA27. Este marcador se localizó en el grupo de 
ligamiento 3 del mapa de C. máxima. La identidad de la secuencia de los alelos del 
marcador TAA27, de los genotipos empleados para la construcción de los citados mapas 
de ligamiento, fue confirmada mediante la secuenciación de los productos de PCR. La 
identidad de secuencia resultó superior al 94% en todas las comparaciones.  
En líneas generales, se encontró un alto grado de colinearidad entre los grupos 
de ligamiento de los distintos mapas (Figuras 2 y 5). No se detectó variación en el orden 
lineal de los marcadores comunes al comparar los grupos de ligamiento de C. 
clementina y C. máxima, a excepción del marcador CR66 en los grupos Cl10 y Gr10 
(Figura 2). Solamente se detectaron dos casos en los que aparecen variaciones en el 
orden lineal de los marcadores comunes entre los mapas de ligamiento de C. 
clementina, C. máxima y C. aurantium, que afectan a los grupos de ligamiento Cl7a - 
(A3b + A7 + A4b) y Mx4c - A4c (líneas discontinuas en la Figura 5).  
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Figura 5. Comparación de los mapas genéticos de C. aurantium (A), Poncirus trifoliata 
(Pa), C. clementina (Cl) y C. máxima (Mx). Las líneas conectan los marcadores 
comunes, siendo esta línea discontinua cuando la colinearidad de los marcadores difiere 
entre los grupos de ligamiento (presuntas inversiones). Las líneas de puntos unen 
posiciones donde un marcador ha cambiado de grupo de ligamiento (presunta 
translocación). Los mapas de ligamiento de C. aurantiuman y Poncirus trifoliata en los 
que aparecen indicados los marcadores que presentan distorsión de segregación son 
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tomados de Asins y col. (2004). Los asteriscos en los grupos de ligamiento Cl y Mx 
indican los marcadores que presentan distorsión de segregación utilizando la estrategia 
de análisis B. El número de asteriscos en los marcadores (de 1 a 3), indica 
respectivamente la presencia de distorsión a los diferentes niveles de significación 
(0.05, 0.01 y 0.005 o inferior). 
 
4.3 Discusión 
4.3.1 Análisis de la segregación de los marcadores. 0rigen de la distorsión de 
segregación. 
 
 Dado que la distorsión en la transmisión de los alelos puede interferir con la 
construcción de mapas genéticos de ligamiento en cítricos, en algunas ocasiones esta se 
ha llevado a cabo excluyendo aquellos marcadores que muestran una segregación 
sesgada (Weber y col. 2003). No obstante, al reducir el número de puntos informativos 
en el mapa y el número de marcadores comunes entre los mapas de las distintas 
especies, disminuye la relación coste/eficiencia del genotipado de las poblaciones 
experimentales. No obstante, Hackett y Broadfoot (2003) encontraron que el efecto de 
incluir marcadores con una segregación distorsionada es mínimo, en comparación con el 
efecto de la carencia de datos ó de la presencia de errores en el genotipado, en la 
construcción de mapas de ligamiento. Por otra parte, identificar y analizar regiones del 
genoma que tienden a mostrar una segregación distorsionada resulta muy útil en la 
práctica de la mejora (Edme y col. 2006). En cuanto a lo que a la mejora de cítricos se 
refiere, la presencia de regiones genómicas con distorsión de segregación significa que 
los genes agronómicamente relevantes que se encuentren en estas zonas podrían ser 
heredados con una frecuencia inferior a la esperada, afectando a la eficiencia de la 
utilización del germoplasma por los métodos convencionales. 
La distorsión en la transmisión de los alelos es el resultado de múltiples procesos 
que pueden intervenir antes o después de la fertilización. Así por ejemplo; factores 
gaméticos, o los genes que afectan a la viabilidad o a la funcionalidad de los gametos e 
interacciones entre el polen y el pistilo (tales como los sistemas de incompatibilidad 
gametofítica), provocan la transmisión sesgada de los alelos antes de la fertilización. Por 
otra parte, la distorsión tras la fecundación es el resultado de tasas diferenciales de 
supervivencia entre los genotipos cigóticos. 
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El número de marcadores que presentan una segregación sesgada no está 
relacionado con la tasa de supervivencia diferencial de las plántulas puesto que Fortune 
mostró tanto una mayor proporción de marcadores distorsionados (15%), como de 
supervivencia de plántulas y tres veces más semillas por fruto que Chandler cuando fue 
utilizado como parental femenino. Disponer de marcadores codominantes nos ha 
permitido estudiar la distorsión de segregación de los marcadores a nivel de cigoto 
(Tabla 3). Sólo la detectada para los microsatélites CR56 (en la familia ChxF) y CMS4 
(en la familia FxCh) podría estar relacionada con diferencias en la viabilidad 
poscigótica. No obstante, las relativamente pequeñas desviaciones de las frecuencias 
observadas frente a las esperadas para estos marcadores explicarían que no se hayan 
detectado simultáneamente en ambas progenies. Por lo tanto, como la distorsión de 
segregación afecta principalmente a la transmisión de los alelos sin perturbar las 
frecuencias genotípicas, la supervivencia diferencial de los genotipos cigóticos como 
causa de la distorsión podría ser descartada en este estudio.  
La transmisión alélica sesgada puede derivarse de una interpretación genética 
errónea de la segregación de la banda. Esto podría ocurrir en el caso de loci duplicados 
en tándem, en el que los marcadores que presentan distorsión en la segregación 
aparecían aislados, a veces localizados en los extremos de los grupos de ligamiento, en 
los mapas genéticos de C. máxima y C. clementina (Figura 2). Si fuera debido a la 
presencia de loci duplicados, como sugiere Frisch y col. (2004), un mismo genotipo 
mostraría la distorsión en esos marcadores independientemente de que actúe como 
parental masculino o femenino, pero esto en general no se observa. La única excepción 
es el IRAP 3F-4R,1070 inicialmente situado en el extremo del grupo CL3. Además, la 
inclusión de este marcador aumenta considerablemente el tamaño del grupo Cl3 (126 
cM) y cambia el orden lineal de varios marcadores en comparación con el grupo Mx3, 
por lo que finalmente fue excluido en la construcción de los mapas. 
La mayoría de los loci con distorsión de segregación tienden a agruparse en 
determinadas regiones. Algunas de estas regiones son grandes, como las localizadas en 
los grupos de ligamiento Cl4b, Cl7a, Mx3 y en los grupos integrados Cl3 + Mx3 y Cl10 
+ Mx10. A excepción del microsatélite CMS 46 en el mapa de C. máxima, los loci 
afectados por la distorsión de segregación varían en función de la dirección del 
cruzamiento, implicando, en algunos casos, grupos de ligamiento específicos (Tabla 2). 
Tanto en Chandler como en Fortune se encontró un mayor número de loci 
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distorsionados cuando intervienen en el cruzamiento como parental masculino (Tabla 2, 
Figura 2). Por lo tanto, el éxito diferencial de los granos de polen en la fertilización debe 
ser la principal fuente de distorsión en la transmisión de alelos de ambos genotipos. No 
obstante, el éxito diferencial del grano de polen puede ser debido tanto a factores 
gaméticos como a interacciones polen-pistilo.  
El mapa de C. clementina muestra dos regiones (localizadas en los grupos Cl7a 
y Cl4b) afectadas por la distorsión de segregación al actuar como progenitor masculino. 
Ninguna de ellas coincide con las tres regiones que presentan distorsión de segregación 
detectadas en el mapa de C. máxima (localizadas en los grupos Mx3 y Mx10) cuando 
este hace las veces de parental masculino, lo que descarta la participación de loci de 
autoincompatibilidad gametofítica en esas regiones. Sólo las regiones que presentan 
distorsión de segregación de los grupos de ligamiento 4b y 3 coinciden, dado que en 
ambos casos encontramos un marcador común con la segregación sesgada (CAG01 y 
C8intCrt 650 respectivamente). Sin embargo, la distorsión sólo se detectó en una de las 
direcciones del cruzamiento para cada parental sugiriendo una interacción polen-pistilo. 
Por otra parte, la participación de factores gaméticos que afectan a la viabilidad y/o a la 
funcionalidad de los gametos, principalmente de los gametos masculinos, podría 
justificar la distorsión en la segregación detectada en el resto de regiones. Cabe resaltar 
que en general, la ubicación de estos factores gaméticos no se conserva entre estas 
especies de cítricos (la única excepción es CMS46 en el grupo de ligamiento 10) y su 
detección depende del tipo de gameto (femenino o masculino) que intervenga. 
Finalmente, resaltar que cuando los dos genotipos intervienen en el cruzamiento 
como parental femenino la distorsión de segregación de todos los marcadores tipo IRAP 
se dirige hacia la presencia de la banda, ajustándose al comportamiento descrito para los 
elementos genéticos egoístas (Selfish Genetic Elements). 
4.3.2 Herencia de las secuencias de ADN de los orgánulos citoplasmáticos 
 
Moreira y col. (2002) estudiaron la herencia de las secuencias de ADN de los 
orgánulos citoplasmáticos en un cruce de Citrus x Poncirus, en el que Poncirus fue la 
especie donante de polen. A partir de los resultados de dicho estudio; concluyeron que 
el ADN del cloroplasto (ADNcp) es de herencia materna, y que la presencia de 
secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) en el genoma nuclear produce un patrón de 
herencia que aparenta herencia biparental del ADNmt. 
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Dado que C. clementina y C. máxima difieren para determinados marcadores de 
ADNmt y ADNcp (Green y col. 1986; Yamamoto y col. 1993; Cheng y col. 2005), es 
posible utilizar el cruce de estas dos especies como una primera aproximación para 
estudiar la herencia de las secuencias de ADN de los orgánulos citoplasmáticos dentro 
del género Citrus. Todos los híbridos que componen la familia FxCh heredaron los 
marcadores de orgánulos citoplasmáticos del progenitor femenino, Fortune. Sin 
embargo, en el otro cruce, seis híbridos ChxF (el 10.5%) presentan exclusivamente los 
marcadores de orgánulos citoplasmáticos del progenitor masculino, el mandarino 
Fortune. Este modelo de segregación coincidió con el observado para el marcador 
CR13_550 (Figuras 3 y 4). En los estudios de ligamiento anteriores realizados con 
progenies derivadas de Poncirus como parental masculino (Ruiz y Asins 2003; Asins y 
col. 2004), no se detectó polimorfismo para esta banda. No obstante, las otras dos 
bandas detectadas con la misma pareja de cebadores (CR13_515 y CR13_500), si 
fueron polimórficas y se localizaron en el mismo grupo de ligamiento que en el presente 
estudio. Estas dos bandas fueron secuenciadas para comprobar si se trataban de copias 
nucleares de una posible secuencia de ADNmt. Sin embargo, no se encontró similitud 
entre las secuencias de estas bandas (aunque las secuencias donde se anclaban los 
cebadores eran las mismas para los tres fragmentos), descartándose esta hipótesis. 
Por lo tanto, al poder comparar un genotipo de Poncirus, Fortune y Chandler, 
hemos encontrado que la herencia citoplasmática paterna depende del genotipo donante 
de polen. Es mas, en otra población experimental similar a la de nuestro estudio, que 
sólo difiere en el progenitor masculino (un cultivar de C. clementina en vez de un 
cultivar híbrido de esta especie), no se observó herencia paterna del ADN 
citoplasmático (Dr. Y. Froelicher, comunicación personal). Resultados tan dispares 
pueden ser consecuencia de las diferencias entre los genotipos que aportan el polen. De 
hecho, el porcentaje de polen viable en Fortune es mucho más elevado que en los 
cultivares de C. clementina. Por otra parte, al menos en el caso de Fortune, las 
condiciones de cultivo del parental receptor (en una parcela experimental ó en una 
maceta) también podrían ser un factor a considerar. De hecho, la herencia paterna fue 
más frecuente entre los híbridos ChxF obtenidos el segundo año en una parcela 
experimental (13,5%) que entre los híbridos obtenidos el primer año en una maceta 
(5%). 
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Se han descrito numerosas excepciones a la herencia materna de los genomas 
citoplasmáticos, dando lugar a diferentes grados de herencia biparental o paterna del 
ADNmt y ADNcp (Revisión de Korp-elainen 2004). Dado que no ha sido detectada 
heteroplasmia, suponemos que las frecuencias relativas de las copias de origen materno 
y de las de origen paterno podrían haber cambiado por casualidad durante el 
crecimiento y el desarrollo del embrión, dando lugar a las dos combinaciones núcleo-
citoplasma encontradas en la progenie ChxF. Por lo tanto, es posible que la deriva 
genética intraindividual durante la replicación del ADN de los orgánulos, la división 
celular, y el crecimiento (Birky 2001; Rand 2001) podría dar como resultado una mayor 
presencia del ADNmt y del ADNcp paterno. Pero, en nuestro caso, también implicaría 
que tanto ADNmt como ADNcp han evolucionado juntos durante el crecimiento 
embrionario. Barr y col. (2005) han señalado que las plantas, a diferencia de otros 
taxones, mantienen heteroplasmia durante muchas generaciones a través de la presencia 
de moléculas subgenómicas sub estoiquiometricas. No obstante, es necesario tener en 
cuenta que la detección de heteroplasmia con marcadores basados en la PCR depende 
de la capacidad de la PCR para amplificar las dos versiones del gen de forma 
simultánea, lo que podría ser difícil si se presentan en un número de copias muy 
desigual (McCauley y col. 2005). Por lo tanto, es posible que el ADNmt y el ADNcp 
maternos no hayan sido sustituidos por los paternos, pero se mantienen a un nivel que 
no es detectado empleando nuestras condiciones de PCR, siendo una fuente potencial de 
variabilidad somática y genética dentro del árbol híbrido. 
4.3.3 Comparación de los mapas genéticos: diferencias estructurales e 
interpretación genética. 
 
La mayoría de los mapas genéticos de cítricos publicados en la última década se 
basaban en marcadores del tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP 
(Amplification Fragment Length Polymorphisms) y / o ISSR (Inter Simple Sequence 
Repeat) que tienden a ser específicos de un cruzamiento, dominantes y resulta difícil 
aplicarlos a otras poblaciones para la comparación (Chen y col. 2008). No obstante, la 
comparación de los mapas de ligamiento de las diversas especies de cítricos ofrece la 
posibilidad de emplear estas herramientas de un modo mucho más eficiente en los 
programas de mejora de patrones y variedades.  
Este estudio comparativo ha sido posible gracias a la utilización de un conjunto 
de marcadores codominantes comunes, y sugiere una cierta conservación en la 
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colinearidad de los genomas entre las cuatro especies analizadas. No obstante podemos 
destacar dos excepciones notables (Figura 5): la localización del marcador TAA27 (Cl3-
Mx3 frente a A3b + A7 + A4b) y la ordenación de los marcadores dentro del grupo 4c 
(A4c frente a Mx4c). El gran número de marcadores genotipados en la progenie 
resultante del cruce C. aurantium x P. trifoliata explicaría que los marcadores situados 
en los grupos 7a, 7b, y 4b en los mapas de C. clementina y C. máxima, se localicen en 
un único grupo en el mapa de C. aurantium. Sin embargo, este razonamiento no 
explicaría la ubicación diferencial del microsatélite TAA27, ni la ubicación de los 
marcadores de los grupos 4a y 4b en los mapas de las especies del genero Citrus en un 
solo grupo del mapa de P. trifoliata (Pa4 en la Figura 5). Estos resultados sugieren la 
presencia de diferencias estructurales. Es decir, el parental C. aurantium sería 
heterocigoto para una translocación recíproca que afectaría por lo menos a los grupos de 
ligamiento 7 y 4. El aumento de la cobertura de estos mapas de ligamiento de Citrus y 
Poncirus con nuevos marcadores comunes permitirá analizar la importancia de las 
reordenaciones cromosómicas en la evolución de este grupo de especies, como describe 
Raghuvanshi (1962). 
Al integrar los grupos de ligamiento de los mapas de C. clementina y C. máxima 
se observaron cambios en la ordenación de algunos marcadores. Tal es el caso de los 
grupos Cl3 y Mx3 al incluir el locus 3F-4R,1070 (presuntamente duplicado) en Cl3. Los 
marcadores CR66 en el grupo 10 (Cl10 y Mx10) y 5F-5R,4000 en el grupo Mx12, 
también cambiaron su posición relativa en el mapa integrado. Ninguno de ellos 
presentaba distorsión de segregación, pero por diferentes razones se desconoce el perfil 
genotípico de numerosos híbridos para ambos marcadores. Dado que 5F-5R,4000 no era 
un marcador común, finalmente fue excluido. Por lo tanto, la inclusión de un locus 
duplicado y de marcadores con ausencia de datos son las causas que explican los 
cambios detectados en la ordenación de los marcadores en los mapas integrados. En 
general, los marcadores que causan ''fricción interna” (Stam 1993) en los grupos de 
ligamiento Cl7a (C1-250, CR76, CR12,700 y Z16A,B1100) y Cl4b (CMS23, 5F-4R980 
y ATC09) no muestran la segregación distorsionada cuando las dos familias se 
consideran conjuntamente, pero si la presentan en una de las familias cuando estas se 
analizan por separado. Este resultado sugiere la heterogeneidad entre las familias como 
un rasgo característico de los marcadores que causan la fricción interna en el diseño de 
cruzamiento reciproco que hemos utilizado en este estudio. 
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Finalmente, remarcar la necesidad de incluir mas marcadores en el presente 
estudio para incrementar la saturación de los mapas genéticos, y en consecuencia 
conformar los nueve grupos de ligamiento esperados de acuerdo con el número de 
cromosomas en cítricos. No obstante, los mapas descritos representan una valiosa 
herramienta para el análisis comparativo de genomas dentro de la subfamilia de las 
Aurantioideae. Por otra parte, los mapas genéticos obtenidos pueden ser utilizados para 
la identificación de genes mayores y QTLs que controlan caracteres de interés 
agronómico en los programas de mejora de variedades en cítricos. De hecho, disponer 
de estas herramientas facilitará en gran medida los programas de mejora a través de la 
selección asistida por marcadores. Del mismo modo, la colinearidad encontrada 
resultará de gran utilidad para inferir la posición de genes ortólogos o QTLs en otras 
especies de cítricos, haciendo aún más rentables los estudios de QTLs y de selección 
asistida por marcadores. 
 
  
CAPÍTULO II 
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CAPÍTULO II:   
5 Análisis de la respuesta resistente al virus de la tristeza de los cítricos en una 
progenie derivada de Citrus máxima (Burm.) Osb. 
 
El presente estudio genético implica un cruzamiento recíproco entre dos 
variedades híbridas derivadas de dos especies de cítricos verdaderas (no apomícticas), 
una mandarina (C. clementina) y un pumelo (C. máxima), que difieren en la resistencia 
a CTV. Los objetivos de este estudio consistieron en estudiar: (1) el efecto del 
citoplasma en la herencia de la resistencia a CTV, (2) las regiones genómicas que 
contienen QTLs que controlan la resistencia a CTV, (3) la respuesta de los híbridos 
resistentes frente a la de los susceptibles mediante un análisis de microarrays para 
detectar y localizar genes candidatos implicados en la resistencia a CTV, (4) la 
presencia de QTLs epistáticos involucrados en la resistencia a CTV y (5) comparar la 
posición del QTL principal de resistencia a CTV entre las especies C. máxima, C . 
aurantium y Poncirus trifoliata. 
5.1 Material y métodos 
 
El análisis de QTLs de la acumulación y la distribución de CTV en la planta se 
llevó a cabo utilizando la población segregante compuesta por 201 híbridos derivados 
del cruzamiento recíproco entre las variedades “Fortune” y “Chandler” descrita en el 
Capítulo 1. Los mapas genéticos de ligamiento de las especies C. clementina y C. 
máxima fueron elaborados previamente a partir de esta misma población segregante 
(Capítulo 1).  
5.1.1 Evaluación de la acumulación y la distribución de CTV en la planta. 
 Para evaluar la respuesta a la inoculación con CTV, cada uno de los híbridos fue 
injertado sobre un patrón de naranjo dulce (sensible a CTV). Posteriormente se llevo a 
cabo la inoculación, a nivel del patrón, injertando dos varetas de naranjo dulce 
infectadas por el aislado de CTV T-346 (un aislado español común), mantenido en el 
banco de aislados de CTV del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) 
(Ballester-Olmos y col. 1993, Moreno y col. 1993). La inoculación a nivel del patrón 
permite enfrentar a cada uno de los híbridos a una fuente continua de virus. En general, 
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la exposición al virus superó los dos años, salvo en el caso de diez híbridos que dada su 
repentina muerte tras la inoculación sólo fueron expuestos entre 3 y 8 meses. 
Las plantas fueron cultivadas en macetas independientes, dentro de un 
invernadero (25ºC  10º) llevándose a cabo la fertilización cada 30 días en invierno y 
cada 15 días en primavera. Los fertilizantes se añadieron automáticamente mezclando 
en una proporción 1:100 la solución A (NH4H2PO4 a una concentración de 200 mM) y 
la solución B. La solución B contenía Ca(NO3)2 a una concentración de 12M, KNO3 a 
2.6M, 36 g/L de SequestreneTM  y el 5% de una solución de microelementos. Esta 
última solución contenía 0.3 mM de CuSO45H2O, 3.1 mM de ZnSO47H2O, 109 mM de 
MnCl24H2O, 92 mM de BO3H3, 2 mM de NH4MoO4 y 0.4 mM de V2O5. 
El control de la presencia del virus en cada planta se realizó cada 6 meses 
mediante inmunoimpresión (Direct Tissue Blot Immuno-Assay, DTBIA) de cinco 
brotes (o pecíolos, cuando los brotes no estaban disponibles) tomados de ramas 
diferentes de la planta y del inóculo (como control positivo), siguiendo el procedimiento 
descrito por Garnsey y col. (1993). La carga viral se evaluó mediante la técnica DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) también 
cada seis meses empleando conjuntamente los anticuerpos monoclonales 3CA5 y 3DFI, 
tal y como describen Cambra y col. (1993). El experimento se dio por terminado en el 
momento en el que se habían analizado por lo menos dos muestras de cada planta 
inoculada mediante las técnicas DTBIA y DAS-ELISA. Siguiendo los criterios 
establecidos por Asins y col. (2004), se consideró que una planta era resistente cuando 
únicamente se detectaba el virus en el inóculo, y los valores de densidad óptica de todas 
las reacciones DAS-ELISA realizadas a lo largo del experimento eran similares a los de 
las plantas no inoculadas (control negativo). Por el contrario, los híbridos en los que se 
detectó el virus mediante las técnicas DTBIA y/o DAS-ELISA se consideraron 
sensibles. Cuando el virus se detectaba en todas las ramas de la planta, los híbridos se 
consideraron sensibles con una infección sistémica. Sin embargo, cuando el virus se 
detectaba solamente en una ó en alguna de las ramas de la planta, los híbridos se 
consideraban sensibles con una distribución irregular del virus. 
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5.1.2 Análisis de la expresión génica diferencial entre híbridos resistentes e 
híbridos sensibles desencadenada tras la inoculación con CTV. 
 
Para acometer dicho objetivo, se seleccionaron 10 plantas resistentes y 10 
plantas susceptibles de la población analizada. De los 10 híbridos seleccionados de cada 
grupo, 5 pertenecían a la familia FxCh y 5 a la familia ChxF (Capítulo 1). Dado que 
CTV es un virus limitado al floema, asumimos que las variaciones en la respuesta 
transcripcional tras la inoculación serían más importantes en este tejido. Siguiendo este 
razonamiento, se tomaron muestras equimoleculares de tejido de corteza 
correspondientes a la zona mas próxima al injerto de cada uno de los híbridos 
seleccionados. Con este material, se preparó un pool correspondiente a las plantas 
resistentes y otro de las plantas susceptibles. Se hicieron dos réplicas de cada pool. El 
ARN total de cada pool de muestras de tejido fue aislado utilizando el kit de aislamiento 
de ARN RNeasy Plant Mini Kit (50) (QUIAGEN). Las muestras de ARN así obtenidas 
fueron amplificadas con el kit de amplificación MessageAmp II de AMBION, utilizando 
1.5 µg de ARN como material de partida. 7.5 µg del UTP-aminoallyl-ARN amplificado 
fueron marcados con Cy3 o Cy5 (GE Healthcare). La posterior purificación se realizó 
utilizando las columnas Megaclear (AMBION), y la cuantificación con el 
espectofotómetro Nanodrop. Finalmente, la solución de hibridación (compuesta por: 
SSC a una concentración 3X, SDS al 0.1%, ADN de espermatozoide de salmón al 0.1% 
y formamida al 50%) contenía 200 pmol del ARN amplificado marcado. 
El análisis de la expresión génica se realizó con el chip de 20K de cítricos, una 
micromatriz de ADNc desarrollada por el Proyecto Español de Genómica Funcional de 
Cítricos (Martinez-Godoy y col. 2008). Esta micromatriz contiene sondas 
correspondientes a 21,000 genes diferentes obtenidos de las bibliotecas de ADNc de 
distintos tejidos, fases de desarrollo, y variedades sometidas a una causa de estrés tanto 
de origen biótico como abiótico 
(http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/queries.php). También fueron incluidas 
en el chip las amplificaciones del gen VIC correspondientes a las especies P. trifoliata y 
C. aurantium como control positivo. Este gen fue detectado en el análisis de la 
expresión génica diferencial entre plantas resistentes y plantas sensibles a la inoculación 
con CTV, homocigotas para la región que contiene Ctv.R (RR frente a rr), 
 65 
 
pertenecientes a la población segregante derivada de la auto-polinización de P. trifoliata 
(L.) Raf. var. Flying Dagon descrito por Bernet y col. (2004). 
Las hibridaciones de la micromatriz se llevaron a cabo manualmente utilizando 
una cámara de hibridación Telechem, siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Corning). En primer lugar, las micromatrices de ADNc fueron sumergidas durante 30 
minutos en la solución 1 (SSC 3X, SDS 0.1% y BSA 0.1 mg/ml) de pre-hibridación, y 
se enjuagaron dos veces con agua antes de ser secadas. Posteriormente, se sumergieron 
en la solución de hibridación durante toda la noche a 42ºC. A la mañana siguiente se 
lavaron con: la solución 2 (SSC 2X y SDS 0.1%) durante 5 minutos a 42ºC; la solución 
3 (SSC 0.1X y SDS 0.1%) durante 10 minutos a temperatura ambiente; y finalmente 
con la solución 4 (SSC 0.1X) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por último, las 
micromatrices se secaron en una centrifugadora de mesa. Se realizaron un total de 
cuatro hibridaciones siguiendo el siguiente esquema:  
Muestra marcaje hibridación marcaje Muestra 
Pool RNA híbridos 
resistentes a CTV 
(réplica 1) 
Cy3 1a Cy5 Pool RNA híbridos 
sensibles a CTV 
(réplica 1) Cy5 1b Cy3 
Pool RNA híbridos 
resistentes a CTV 
(réplica 2) 
Cy3 2a Cy5 Pool RNA híbridos 
sensibles a CTV 
(réplica 2) Cy5 2b Cy3 
 
Para minimizar el efecto del error experimental, se realizaron dos réplicas de cada 
hibridación variando el marcaje.  
Se utilizo el escáner GenePix 4000B de Molecular Devices para la captura de las 
imágenes a 10 µm de resolución. Las imágenes de la micromatriz se analizaron con el 
software GenePix 6.0 (Molecular Devices). Atendiendo al marcaje utilizado, la 
intensidad se midió en los canales rojo y verde. Los unigenes se consideraban 
diferencialmente expresados cuando los valores de log2(R/S) (R = resistente, S = 
susceptible) fueron superiores a 0.8 o inferiores a -0.8 en cada una de las cuatro 
hibridaciones. Finalmente, se realizó la correspondiente búsqueda de homología de 
secuencia en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) de los 
unigenes que presentaban una expresión diferencial, utilizando la herramienta de 
búsqueda BLASTn (Altschul y col., 1997). La posterior clasificación se llevo a cabo en 
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función del proceso biológico con el que se relacionaban, utilizando el enlace GO en 
http://www.ebi.ac.uk. 
5.1.3 Diseño e integración en los mapas genéticos de un nuevo grupo de 
marcadores derivados de secuencias expresadas.  
 
Veintiocho sondas fueron seleccionadas para ser integrados en los mapas 
genéticos, atendiendo a los elevados valores de expresión diferencial y bajos 
coeficientes de variación entre hibridaciones (≤ 29.65) que presentaban. Al estar 
disponibles las secuencias, se procedió al diseño de cebadores específicos para cada una 
de ellas utilizando la versión 3.1 del programa informático MEGA (Kumar y col. 2004) 
obteniendo un nuevo grupo de marcadores moleculares tipo “LES” (Localized 
Expressed Sequences). Las condiciones de las reacciones de PCR, electroforesis y 
tinción se ajustaron a las descritas por Ruiz y col. (2000). Todas las parejas de 
cebadores fueron probadas con las extracciones de ADN genómico de ambos parentales 
y de 6 híbridos. Los productos de la amplificación obtenidos fueron secuenciados por el 
servicio de secuenciación del IBMCP (Instituto de Biología Molecular y Celular de 
Plantas, Valencia), con la finalidad de confirmar la amplificación del correspondiente 
motivo de secuencia de cada sonda. El análisis de las secuencias se realizó uitlizando el 
programa informático SEQUENCHER (Gene Codes Corporation).  
Estos nuevos marcadores fueron denominados por el nombre de la pareja de 
cebadores (CTVCh) seguido de un número. Los diferentes loci polimórficos 
amplificados fueron genotipados en la población experimental. Finalmente, se 
incluyeron estos nuevos marcadores en los mapas genéticos de ambas especies 
parentales C. clementina (Fortune) y C. máxima (Chandler) previamente descritos en el 
Capitulo 1. Para el análisis de la segregación y del ligamiento seguimos la estrategia B 
(descrita en el Capítulo 1) utilizando el programa Joinmap 3.0 (Van Ooijen y Voorrips 
2001) con un criterio de ligamiento de LOD mayor o igual a tres, fracción de 
recombinación de 0.5 y empleando la función de cartografiado de Kosambi. 
5.1.4 Análisis de QTLs 
 
Se utilizaron como variables los valores medios de densidad óptica de todas las 
reacciones DAS-ELISA y el número medio de muestras positivas en las pruebas 
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DTBIA, a lo largo del experimento (caracteres mELISA y mDTBIA) y al final del 
experimento (caracteres ELISA y DTBIA) de cada genotipo. Los valores de densidad 
óptica indican una estimación de la carga viral (acumulación de viriones de CTV), 
mientras que los valores de DTBIA representan la distribución del virus por la planta 
(desde 0, libre de virus, a 5, presencia de CTV en todas las ramas). Se consideraron 
también otros caracteres que podrían estar relacionados con la resistencia a CTV: El 
evento de la “muerte de la planta” (1 indica que la planta se muere tras la inoculación, 
mientras que 0 indica que la planta sobrevive), y "tipo de citoplasma" (1 indica 
citoplasma de Fortune y 2 indica citoplasma de Chandler). 
La comprobación del ajuste a una distribución normal de los caracteres 
cuantitativos se realizó con la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov. La detección 
de QTLs se llevó a cabo con el programa informático MapQTL (Van Ooijen y 
Maliepaard, 1996). Para los caracteres que no presentan una distribución normal, o que 
presentan una distribución binomial, el análisis de QTLs se llevó a cabo mediante la 
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Para los parámetros que muestran una 
distribución normal, los análisis de QTLs se realizaron mediante los procedimientos de 
mapeo de intervalos y mapeo de intervalos compuesto con las pruebas de permutación a 
un nivel de significación global del 5%. Sólo fueron considerados los QTLs detectados 
al nivel de significación del 5%. Para dichos QTLs, la posición, valores genotípicos y el 
porcentaje de variación fenotípica se estimaron para los valores de LOD significativos 
más elevados. Los QTLs con mayor efecto sobre la resistencia a CTV de C. máxima y 
C. clementina fueron nombrados como Ctv.Rm y Ctv.Rc, respectivamente, siguiendo la 
nomenclatura propuesta por Asins y col. (2004). 
Las interacciones epistáticas que afectan a la acumulación y distribución de CTV se 
analizaron mediante un ANOVA bifactorial para parejas de combinaciones de loci. Sólo 
fueron analizadas las interacciones epistáticas entre los marcadores incluidos en la 
región donde fueron detectados QTLs, y los genes candidatos. 
5.2 Resultados 
5.2.1 Respuesta a la inoculación con CTV 
 
Chandler y 13 de sus híbridos (6.47%) resultaron resistentes al aislado de CTV 
T-346, ya que el virus no fue detectado en la planta. Entre los híbridos sensibles se 
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observó un aumento progresivo de la carga viral (valores DAS-ELISA), pero en algunos 
casos se detectaron valores iníciales elevados que fueron disminuyendo 
progresivamente durante el experimento. La distribución del virus entre las ramas de la 
planta (DTBIA) fue muy irregular para la mayoría de los árboles sensibles, sobre todo 
en los híbridos con una carga viral muy baja. Sólo 9 híbridos (4.48%) mostraron una 
infección sistémica plena. 
5.2.2 Análisis de la respuesta transcripcional 
 
Comparando los resultados de las dos hibridaciones realizadas con la primera 
réplica de los pools de ARN, 248 sondas fueron consideradas diferencialmente 
expresadas. Del mismo modo, comparando las dos hibridaciones realizadas con las 
muestras correspondientes a la segunda réplica de los pools se obtuvieron 272 unigenes. 
Ambas listas coincidían en 71 sondas (incluyendo a la correspondiente a VIC, el control 
positivo), pero una de ellas se descartó dado que presentaba niveles de expresión 
contradictorios en los experimentos de hibridación. Cincuenta y cuatro de los 70 
mensajeros diferencialmente expresados en floema mostraron una mayor expresión en 
los pools de híbridos resistentes que en los de los sensibles [promedio positivo del 
log2(R/S)], mientras que 16 mensajeros se comportaron a la inversa (Anexo 1). Para la 
mayoría de los transcritos (57%) no se encontró homología de secuencia en la base de 
datos del NCBI. Para un 14% se encontró homología con secuencias implicadas en 
procesos biológicos desconocidos. Para el resto de los genes candidatos, la distribución 
según la clasificación de ontología génica de los procesos biológicos fue: un 6% en la 
biosíntesis, otro 6% en transporte, un 4% en fotosíntesis/recolección de luz, otro 4% en 
respuesta a estímulos, un 3% en la regulación de la transcripción, otro 3% en el 
transporte de electrones y un 3% en el catabolismo. Los unigenes implicados en el 
transporte, en las rutas metabólicas de transporte de electrones y de catabolismo 
mostraron niveles de expresión elevados solamente en el pool de resistentes, mientras 
que los unigenes que participan en la fotosíntesis y la respuesta a estímulos eran 
específicos del pool de sensibles.  
De entre estos 70 unigenes, atendiendo a los elevados valores de expresión 
diferencial y bajos coeficientes de variación entre hibridaciones (≤ 29.65), se 
seleccionaron 28 (un 40%) para el diseño de cebadores. Del conjunto de marcadores 
 69 
 
tipo LES obtenidos, sólo 13 resultaron polimórficos entre Chandler y Fortune. En la 
Tabla 4 se indica el unigen al que corresponde la secuencia amplificada con los distintos 
LES, el valor medio del microarray (perfil de expresión), resultado de la búsqueda de 
homología y la localización en los mapas genéticos de C. máxima y C. clementina de la 
secuencia amplificada. Su distribución en los mapas genéticos es bastante irregular. Así 
por ejemplo, en los grupos específicos de C. clementina Cl2, Cl4b, Cl 8+6 y ClXII, no 
se encontró ninguno. Sin embargo, en el grupo de ligamiento Cl10 se localizaron 3.  
Tabla 4. Lista de marcadores tipo LES integrados en los mapas genéticos. Listado de  
las parejas de cebadores diseñadas indicando el unigen de la micromatriz de ADN al 
que corresponde la secuencia amplificada (CFGP_ID). M, es el valor medio del 
logaritmo en base 2 de la relación entre las intensidades medidas para las muestras 
correspondientes a híbridos resistentes (R) y susceptibles (S) entre las diferentes 
hibridaciones (Este valor es el valor medio obtenido entre las 4 hibridaciones 
realizadas). Los valores negativos indican una disminución de la acumulación del 
transcrito en el pool de híbridos resistentes versus el pool de híbridos susceptibles. El 
resultado de la búsqueda de homología y la localización en los mapas genéticos de C. 
clementina y C. máxima de dicha secuencia amplificada también aparecen indicados.  
 
 
5.2.3 Análisis de QTLs 
  
El análisis de varianza reveló diferencias significativas en la acumulación media 
de CTV entre los híbridos. Los valores medios de DTBIA (mDTBIA) y DAS-ELISA 
(mELISA), relacionados con la resistencia a CTV, mostraron una distribución normal 
en la población segregante (Figura 6); encontrándose concordancia entre los valores de 
ambas variables para todos los híbridos. No se encontró efecto significativo del carácter 
tipo de citoplasma sobre dichas variables. Durante el experimento, 33 plantas (16.41%) 
Gen candidato CFGP_ID M
Resultado búsqueda homologia en la base de 
datos del NCBI 
Grupo de 
ligamiento
CTVCh21 C06006E10 1.28 no annotation available Cl10
CTVCh26 KN0AAB1DE04 2.13 Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein-like Cl10
CTVCh28 C08038B06 2.09 PVR3-like protein Cl10 y Gr10
CTVCh10 C07003E04 2.08 no annotation available Cl3 y Gr3
CTVCh12 C08030A02 1.68 Cytochrome P450 71D8 Cl5b
CTVCh23 C02019D04 2.13 ACC oxidase 1 Cl5b y Gr5b
CTVCh14 C20010G10 1.55 no annotation available Cl7a
CTVCh5 C05057G09 1.65 CMP-sialic acid transporter-like protein Cl7b
CTVCh20 C34005H07 0.96 Expressed protein Gr12
CTVCh15 C32008B06 -1.58 Chlorophyll a/b-binding protein CP24 Gr4a
CTVCh17 C18020D09 1.83 39 kDa EF-Hand containing protein Gr4a
CTVCh1 C01002B06 -1.73 Ethylene-responsive element binding factor Gr9a
CTVCh7 C05069D02 1.97 no annotation available Gr9b
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murieron tras la inoculación con CTV. La frecuencia de mortalidad más elevada se 
observó para los híbridos que mostraban los valores de mELISA y mDTBIA más bajos 
(Figura 6). 
 
Figura 6. Distribución de las variables número medio de inmunoimpresiones positivas 
(mDTBIA), valores medios de densidad óptica de las diferentes reacciones ELISA 
(mDAS-ELISA) y del evento de muerte de la planta en la población segregante. 
 
La distribución de los valores de la variable DTBIA no se puede considerar normal (Dp-
valor < 0.001), por lo tanto al igual que con los caracteres "tipo de citoplasma" y 
"acontecimiento de la muerte", se utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
para el análisis de QTLs en lugar de la metodología del mapeo de intervalos.  
Se detectó un QTL principal para la resistencia a CTV (evaluado como 
mDTBIA, mELISA y ELISA) mediante mapeo de intervalos en los grupos de 
ligamiento homeólogos Mx4b, Ctv.Rm y Cl4b, Ctv.Rc (Tabla 5 y Figura 7). Cuando 
ambos grupos se unieron formando el grupo de ligamiento integrado Mx4b + Cl4b, 
ambos QTLs para mDTBIA y mELISA se localizaron en un intervalo de 6 cM 
obteniéndose una máxima puntuación LOD para estos caracteres. Los valores de LOD 
para la variable ELISA disminuyeron (Figura 7). Por lo tanto, el QTL principal que 
controla la resistencia a CTV de C. máxima, Ctv.Rm, se encuentra en la misma región 
donde Ctv.Ra de C. aurantium y Ctv.R1 de P. trifoliata fueron previamente localizados 
(Figura 8).  
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Tabla 5. Lista de QTLs y marcadores significativamente asociados con las variables 
DTBIA, mDTBIA, ELISA, mELISA, evento de muerte y herencia de citoplasma. Los 
QTLs para las variables que presentan una distribución normal mDTBIA, mELISA y 
ELISA, fueron detectados mediante el procedimiento de mapeo de intervalos aplicando 
un nivel de significación general del 5%. Los valores de LOD significativos al 5% (Sig. 
5) para cada combinación variable-grupo de ligamiento, estimados a partir de los 1000 
tests de permutación correspondientes están también incluidos. El porcentaje de la 
varianza explicado (PVE) por cada QTL detectado, el marcador asociado y el grupo de 
ligamiento (GL) en el que se localiza dicho marcador aparecen indicados. La 
metodología de Kruskal-Wallis se empleó para las variables que no presentan una 
distribución normal y para la variable mDTBIA. Los valores genotípicos para los 
cuatro, o los 2 genotipos (marcadores codominantes, ó marcadores dominantes) 
aparecen indicados, junto con el valor del estadístico del test Kruskal-Wallis (K) y el 
nivel de significación asociado (N. Sig.).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aa ab aa ab
Método Variable
GL C. 
máxima QTL LOD Sig. 5 PVE Marcador ac bc ad bd
GL C. 
clementina QTL LOD Sig. 5 PVE Marcador ac bc ad bd
Cl4b Ctv-Rc 11.13 2.7 24.1 CK16 2.81 2.17
Cl2 Ctv-A6 2.2 2.1 7.6 CR19 2.28 2.88
Cl4b Ctv-Rc 11.32 2.8 24.1 CK16 1.02 0.83
Cl2 2.22 2 8.8 CR19 0.88 1.02
ELISA Mx4b Ctv-Rg 4.56 2.9 23.8 CMS48g 1.14 1.29 0.91 1.17 Cl4b Ctv-Rc 3.54 2.4 8.2 CK16 1.23 1.03
K N. Sig. K N. Sig.
mDTBIA Mx4a 9.514 0.005 CMS47,160 2.41 3.14
Mx4b 37.45 0.0001 CAG01 2.14 3.32 1.65 2.78 Cl4b 37.453 0.0001 CAG01 2.24 3.32 1.65 2.78
27.14 0.0001 1R 3.12 2.21 2.67 1.63 27.143 0.0001 1R 3.12 2.21 2.67 1.63
13.8 0.005 FLS 2.67 2.01 3.06 2.2
Mx12 8.059 0.05 CMS20 2.22 2.36 3.02 2.79 Cl12 8.424 0.005 C2intC1rt235 2.25 2.92
Cl2 6.618 0.05 CR19 2.28 2.88
DTBIA Mx4a 7.79 0.01 CMS47,160 3.21 4.07
Mx4b 21.7 0.0001 CMS48g 3.01 4.14 2.55 3.71 Cl4b 21.7 0.0001 CMS48g 3.01 2.55 4.14 3.72
17.37 0.001 1R 3.85 3.33 3.59 2.24 17.37 0.001 1R 3.85 3.33 3.59 2.44
Cl2 6.369 0.05 CR19 3.12 3.82
Cl7a 5.459 0.05 CTVCH14 3.66 3.07
ClXIII 4.08 0.05 CR41 3.12 3.76
Mx7a 13.15 0.005 C11C1int100 0.26 0.05
Cl10 7.26 0.01 C1C2rt2700 0.32 0.00
Citoplasma Mx3 17.5 0.001 CTVch10 1.17 1.50 1.17 1.4 Cl3 17.5 0.001 CTVCh10 1.17 1.5 1.17 1.4
Mx12 12.08 0.01 CR22,1018 1.11 1.13 1.29 1.39 no agrupado 12.08 0.01 CR22,1018 1.11 1.13 1.35 1.39
Cl9a 12.095 0.001 3F-4R,1300 1.35 1.12
no agrupado 189.9 0.0001 CR13,550 1.01 2.00
Clases genotípicas
mDTBIA Mx4b Ctv-Rg 10.44 2.9 24.6 1.65
M
a
p
e
o
d
e
in
te
rv
a
lo
s
K
ru
s
k
a
l-
W
a
ll
is
 
Clases genotípicas
CMS48g 0.84 1.15
CMS48g 2.14 3.28
0.7 0.99
Evento de 
muerte
2.88
mELISA Mx4b Ctv-Rg 10.24 2.8 21.6
 72 
 
 
 
Figura 7. Distribución de la función LOD a lo largo de los grupos de ligamiento Mx4b 
y Cl4b de los mapas genéticos de ligamiento de las especies C. máxima y C. clementina, 
para las variables mDTBIA, mELISA y ELISA. En la figura aparecen indicados los 
QTLs de mayor efecto detectados para estas variables, mediante el procedimiento de 
mapeo de intervalos y MapQTL (Van Ooijen JW y Maliepaard 1996). En el eje de 
ordenadas se indica la escala de valores de LOD para el grupo de ligamiento analizado. 
En el eje de abscisas, la escala muestra los marcadores de ese grupo de ligamiento y la 
distancia entre los mismos en  centimorgans (cM). 
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Figura 8. Localización del QTL de mayor efecto para la resistencia a CTV en Citrus y 
Poncirus. QTLs de mayor efecto detectados para acumulación de CTV (valores DAS-
ELISA) localizados en el grupo de ligamiento 4 de los mapas genéticos de ligamiento 
de las especies C. aurantium (A3b+A7+A4b), P. trifoliata (Pa4) (Asins y col. 2004), C. 
clementina (Cl4b+Mx4b) y C. máxima (Cl4b+Mx4b). Las líneas de puntos unen 
marcadores comunes entre los grupos de ligamiento.  
 
Además, se detectó otro QTL de menor efecto implicado en el control de la 
distribución del virus por la planta en el grupo Cl2 (marcador CR19). Este último QTL 
también se detectó con el test de Kruskal-Wallis (Tabla 5) y resultó estar involucrado en 
interacciones epistáticas (Tabla 6). Esta metodología ha permitido la detección de los 
QTLs implicados en la distribución del virus por la planta (variables mDTBIA y 
DTBIA), dos de ellos asociados con los genes candidatos 1R (Bernet y col. 2004) y 
CTVCh14. Dos marcadores tipo IRAP en los grupos de ligamiento Mx7a y Cl10 se 
encontraron significativamente asociados con la mortalidad. La herencia citoplasmática 
se asoció además de con el marcador de ADN de orgánulos CR13_550 (Capítulo 1), con 
el microsatélite CR22,1018 y con el gen candidato CTVCh10.  
Se encontraron varias interacciones epistáticas que afectaban a las variables 
mELISA y mDTBIA e implican tanto a algunos de los genes candidatos localizados, 
como a determinados marcadores ligados a los QTLs (Tabla 6). Los grupos de 
Ctv.Ra
Ctv.R1
Cl4b + Mx4b
Ctv.Rm
S2AS20
CR313
C8intC1rt34019
CMS3123
520AR24
C1intC8rt17029
Py2833
Py65 CK1634
CMS48g35
CAG0138
5F-4R,98043
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ATC09 CMS23
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1R55
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5F-5R_350019
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cO7_AB_850 Z16_AB52
py2853
py65L54
cK16fd55
AGG969
CL_1.40_19077
C1_30079
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Ctv.Rc
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ligamiento involucrados fueron: Mx4a (CTVCH17; CTVCH15; VIC) en el mapa de C. 
máxima y Cl2 (CR19) y Cl4b (pY28, pY65 y cK16) en el mapa de C. clementina. 
Tabla 6. Interacciones epistáticas significativas para las variables mELISA y mDTBIA. 
Interacciones epistáticas significativas detectadas entre los marcadores ligados a QTLs 
detectados para las variables mELISA y mDTBIA, y los genes candidatos. El nivel de 
significación fue p<0.01. Aparecen indicados el parental, la variable analizada, los 
marcadores implicados, el P valor y los grupos de ligamiento que engloban a dichos 
marcadores.  
 
 
5.3 Discusión 
 
La resistencia a CTV de la variedad Chandler fue probada para los aislados 
españoles T-346, T-385 y T-388. Este último es un aislado virulento ya que induce 
síntomas, incluso en C. limon (Ballester-Olmos y col. 1988). Dado que Chandler resultó 
resistente a los tres aislados, fue incluido en un programa de mejora de variedades de 
cítricos como fuente de resistencia a CTV. Para agilizar este programa a través de la 
selección asistida por marcadores se llevó a cabo el análisis genético de la resistencia a 
CTV. Fue detectado un QTL principal responsable de aproximadamente el 24% de la 
varianza total observada tanto para la acumulación de CTV como para su distribución 
por la planta (Tabla 5 y Figura 7). Dicho QTL se localiza en los grupos de ligamiento 
Mx4b (Ctv.Rm) y Cl4b (Ctv.Rc), coincidiendo con la región genómica en la que fueron 
detectados los QTLs de resistencia a CTV de P. trifoliata (Ctv.R1 y Ctv.R2) y C. 
aurantium (Ctv.Ra) (Asins y col. 2004), (Figura 8).  
Nuestros resultados coinciden con los descritos por Fang y Roose (1999) en que 
en la resistencia a CTV de Chandler está implicado un gen importante, pero discrepan 
en cuanto a la independencia de dicho gen de Ctv.R. Esta contrariedad entre resultados 
Parental Variable Marcadores P valor
Grupo ligamiento 
Marcador 1
Grupo ligamiento 
Marcador 2
CTVCh15*VIC 0.001 Mx4a Mx4a
CTVCh17*VIC 0.0007 Mx4a Mx4a
mDTBIA CTVCh17*VIC 0.0036 Mx4a Mx4a
mELISA Py28*CK16 0.0016 Cl4b Cl4b
CK16*CR19 0.0076 Cl4b Cl2
Py28*CR19 0.0066 Cl4b Cl2
Py65*CR19 0.0072 Cl4b Cl2
Chandler
Fortune
mDTBIA
mELISA
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probablemente es debida a las diferencias en el diseño experimental y el análisis 
genético. 
Al igual que en un análisis previo de la resistencia genética a CTV de C. 
aurantium (Bernet y col. 2004), la muerte repentina de los híbridos tras la inoculación 
se encontró relacionada con la resistencia a CTV de C. máxima. Esta coincidencia en los 
resultados era esperable, dada la estrecha relación genética entre estas especies 
(Nicolosi y col. 2000, Barkley y col. 2006), sugiriendo que Ctv.Ra y Ctv.Rm podrían 
derivar de un ancestro común. Es más, los valores de LOD más elevados de Ctv.Ra y 
Ctv.Rc señalan el mismo marcador, cK16, en los mapas de ligamiento de C. aurantium 
y C. clementina apoyando esta hipótesis de acuerdo con la relación genética descrita 
entre estas especies (Herrero y col. 1996). 
Dado que la mayor parte de la variación fenotípica observada para la 
acumulación de CTV se explica por un solo QTL, la comparación de los perfiles de 
transcripción de los pools de híbridos resistentes y susceptibles se consideró como una 
estrategia adecuada para descubrir genes candidatos de resistencia a CTV. Confirmando 
esta hipótesis, uno de los genes candidatos previamente encontrado utilizando la 
metodología basada en el enriquecimiento localizado de secuencias expresadas (Bernet 
y col. 2004), VIC, mostró diferencias significativas al comparar los dos transcriptomas. 
Sin embargo, ninguno de los genes diferencialmente expresados se localiza en el grupo 
de ligamiento 4b, donde se encuentra Ctv.Rm. ¿Quiere esto decir que los genes CTVCh 
no están relacionados con la respuesta resistente/susceptible? Varias observaciones 
sugieren que si lo están: 
A. Los genes CTVCh no se distribuyen aleatoriamente por el mapa genético. De hecho, 
algunos grupos de ligamiento parecen enriquecidos (Tabla 4). Estos grupos son el 5b 
(ACC oxidasa 1 y citocromo P450), el 10 (proteína que contiene repeticiones PPR, 
proteína tipo PVR3 y CTVCh21) y el 4a (VIC, proteína de unión a la clorofila a/b y 
proteína que presenta una estructura de mano-EF). 
B. Un QTL, implicado en la distribución de CTV por la planta al final del experimento 
(DTBIA), resultó estar asociado con el gen candidato CTVCh14 (Tabla 5).  
C. La detección de interacciones epistáticas entre el gen VIC (Bernet y col. 2004), 
diferencialmente expresado tras la inoculación con CTV, y los genes CTVCh 
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localizados en el grupo 4a (Tabla 6) ponen de manifiesto la posible participación de 
estos últimos en la respuesta a CTV. 
Entre las diferentes causas que podrían explicar la falta de éxito en la búsqueda 
de genes candidatos para Ctv.Rm empleando esta estrategia, podríamos incluir la 
ausencia de dicho gen en la micromatriz de ADNc. No obstante, una hipótesis apoyada 
por la observación B, es que Ctv.Rm podría estar involucrado en los pasos iniciales de la 
respuesta de resistencia. Dado que la comparación de los transcriptomas se llevó a cabo 
cuatro años después de la inoculación con CTV, esta debe representar una respuesta de 
resistencia sostenida en la que los primeros pasos podrían dejar de contemplarse. Esta 
hipótesis también explicaría los reducidos valores de la función LOD observados para la 
variable ELISA (correspondiente a la última evaluación DAS-ELISA del experimento), 
en comparación con los de la variable mELISA (media de los valores DAS-ELISA de 
todo el experimento), mostrados en la Figura 7. 
Comparando los resultados de nuestro análisis transcripcional con los descritos 
por Gandia y col. 2007 para la lima mejicana (una variedad sensible a CTV 
generalmente utilizada como planta indicadora) después de la inoculación con CTV, 
encontramos un total de 45 genes comunes que presentan homología de secuencia con 
alguna de las secuencias incluidas en la base de datos del NCBI. De los 45 genes, 9 (el 
20%) aparecen diferencialmente expresados en los dos estudios. En cuanto a la 
clasificación funcional de estos nueve genes, 5 (el 55.5%) están implicados en los 
mecanismos de respuesta al estrés, 3 (el 33.3%) en los mecanismos de transporte y 1 
(11.1%) en la obtención de energía. También es importante señalar que la transcripción 
de 3 de estos 9 genes aparece regulada en direcciones opuestas. Así, aunque todos ellos 
están regulados positivamente después de la inoculación con CTV de la lima mexicana, 
tres de ellos (Quitinasa CHI1, una proteína de choque térmico LMW y una proteína de 
unión a la clorofila a/b) fueron regulados a la baja en el grupo de híbridos resistentes. 
Por lo tanto, de los 9 genes comunes, sólo 6 (el 13.6%) muestran en realidad un patrón 
de expresión común. 
Las discordancias entre ambos experimentos deben estar asociadas con el diseño 
experimental: inoculación/no inoculación de un genotipo sensible, frente a pool de 
genotipos resistentes inoculados/pool de genotipos susceptibles inoculados, y con el 
aislado de CTV empleado. De hecho, Gandia y col. 2007 no detectaron ninguna 
 77 
 
expresión diferencial después de la inoculación con el aislado T-385 (no agresivo) que 
apenas provoca síntomas (Moreno y col. 1993).  
Por lo tanto, los genes comunes entre los estudios deben señalar genes 
implicados en el cambio fisiológico general del tejido de la corteza tras la exposición 
continua a una fuente de virus. Tres de esos genes (el 50%) corresponden a la categoría 
de respuesta al estrés (los genes que codifican para: una SOD Cu/Zn, una proteína tipo 
Germinina y la ACC oxidasa) y otros 3 a la categoría de transporte (un gen que codifica 
para una proteína tipo lectina, un gen implicado en la transferencia de lípidos, y otro que 
codifica la síntesis de proteínas relacionadas con la nodulación). Por otra parte, los 
genes comunes con regulación opuesta (una quitinasa, una proteína de choque térmico 
LMW y una proteína de unión a la clorofila a/b), y los genes diferencialmente 
expresados que sólo se detectan en nuestro experimento, deben estar relacionados con la 
respuesta de resistencia. 
En cuanto al primer grupo de genes, las proteínas de choque térmico (HSP) son 
una clase importante de chaperonas. Estas proteínas facilitan el transporte célula a 
célula de macromoléculas (Aoki y col. 2002) y son reclutadas por algunos virus durante 
la infección para colaborar en la replicación del genoma o en el ensamblaje del virión 
(Cripe y col. 1995, Glotzer y col. 2000). Los miembros de la familia Closteroviridae 
codifican en sus genomas proteínas homólogas a las chaperonas HSP70. De hecho, se 
ha demostrado que los homólogos de la HSP70 del virus de la remolacha amarilla y de 
CTV ayudan al movimiento de los viriones a través de los plasmodesmos (Prokhnevsky 
y col. 2002) y al ensamblaje de los viriones (Satyanarayana y col. 2001). Por lo tanto, se 
podría considerar la regulación negativa de un gen que codifica para una HSP como un 
mecanismo de resistencia, puesto que podría entorpecer la replicación y/o el 
movimiento de CTV. 
Un gen que codifica la síntesis de una quitinasa también presentó niveles de 
expresión bajos en los híbridos resistentes, en comparación con los susceptibles. Pese a 
que frecuentemente se describa que las quitinasas desempeñan un papel en la resistencia 
de las plantas contra distintos tipos de patógenos (Kasprzewska 2003), la acumulación 
del transcrito de quitinasa se ha encontrado tanto en genotipos resistentes como 
susceptibles (Kong y col. 2005).  
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La acumulación de proteínas de enlace a la clorofila parece depender de la 
capacidad del cloroplasto para completar el proceso de la síntesis de clorofila 
(Buchanan y col. 2002). Los híbridos resistentes presentaron niveles de expresión de 
una proteína de unión a la clorofila a/b mucho más bajos que los susceptibles. Este 
resultado parece indicar que los híbridos susceptibles deben acelerar la síntesis de 
clorofila. Esta respuesta podría estar dirigida a evitar el amarilleo foliar, síntoma 
inducido por CTV en las plantas sensibles (Ballester-Olmos y col. 1993).  
Por otra parte, la proteína de unión a la clorofila a/b CP24 mapeada (CTVCh15) 
resultó estar estrechamente vinculada con CTVCh17 (una proteína de 35kDa que 
presenta una estructura de mano EF) que es un QTL epistático involucrado en la 
acumulación y la distribución de CTV en Chandler (Tabla 6). Las proteínas que 
presenta una estructura de mano EF pueden ser la clave de los transductores que median 
la acción del Ca2+ (Day y col. 2002). Una proteína de unión al Ca2+ inducida por NaCl 
se encontró altamente expresada en los híbridos resistentes versus susceptibles. El Ca2+ 
es uno de los mensajeros más importantes en la mediación de la respuesta de las plantas 
a las hormonas, las claves del desarrollo y los estímulos externos (Trewavas y Malho 
1998, Poovaiah y Reddy 1993, Reddy 2000). Está implicado en la regulación de 
procesos celulares muy diversos como la ciclosis citoplasmática, el tigmotropismo, el 
gravitropismo, la división celular, la elongación celular, la diferenciación celular, la 
polaridad celular, la fotomorfogénesis y defensa de las plantas y la respuesta al estrés 
(Trewavas y Malho 1998, Reddy 2000, Zielinski 1998). 
Otro de los genes diferencialmente expresados específico de nuestro 
experimento de microarrays, es una proteína del tipo esteroide 5alpha-reductasa. La 
transcripción de esta enzima se ha encontrado regulada al alza en los híbridos resistentes 
versus los susceptibles. Dicha enzima está implicada en la ruta biosintética del 
brassinólido, es decir, de las hormonas esteroideas de las plantas. Los brassinoesteroides 
inducen un amplio espectro de respuestas supuestamente relacionadas con la 
fotomorfogénesis: tasa de aumento de elongación de los tallos, desenrollando de las 
hojas de hierba, flexión de las hojas de hierba en la vaina/articulaciones de la hoja, la 
activación de la bomba de protones, reorientación de las microfibras de celulosa, 
xilogenesis y producción de etileno (Asami y col. 2005). Uno de los síntomas más 
obvios inducidos por CTV en plantas indicadoras susceptibles es el retraso del 
crecimiento y la reducción de la superficie de la hoja (Ballester-Olmos y col. 1993). 
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Además de un papel esencial en el crecimiento y el desarrollo de las plantas, los 
brasinoesteroides también ejercen efectos antiestrés en las plantas (Singh y Shono 
2005).  
Finalmente, cabe destacar tres genes diferencialmente expresados en nuestro 
análisis transcripcional, no detectados por Gandia y col. 2007, relacionados con la pared 
celular: la celulosa sintasa, una manano endo-1,-4beta-manosidasa y una proteina Ccr 
(Cinnamoyl-CoA reductasa, enzima que participa en el primer paso de la ruta de 
biosíntesis de la lignina). Las ligninas son polímeros fenólicos encontrados en la pared 
secundaria de los sistemas de conducción de la planta, donde juegan un papel 
importante al reducir la permeabilidad de la pared celular al agua. Las ligninas son 
también responsables de la rigidez de la pared celular y están implicadas en los 
mecanismos de resistencia a patógenos (Barber MS y Mitchell, 1997). En nuestro caso, 
los híbridos resistentes presentaron un nivel mucho más bajo de proteína Ccr que, 
conjuntamente con el nivel más bajo de quitinasa encontrado, sugiere que las 
variaciones en la composición de la pared celular podrían jugar un papel importante en 
la respuesta sostenida de resistencia contra CTV. Además, esta teoría podría representar 
un nexo de unión entre la resistencia a CTV y la muerte de la planta, en el sentido de 
que una estructura que limita el movimiento de CTV también podría afectar a la 
permeabilidad celular al agua y a los nutrientes. 
 80 
 
         CAPITULO III 
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CAPÍTULO III: 
6 Redes neuronales: Aplicación en un programa de mejora de variedades de 
cítricos.  
 
Tras el análisis de la segregación de marcadores moleculares, la obtención de 
mapas genéticos de ligamiento y el análisis del control genético de la resistencia a CTV 
en Citrus máxima mediante la detección de QTLs en la población experimental descrita 
en los capítulos previos; el estudio de este tercer capítulo está dirigido al diseño de una 
herramienta para la selección asistida por marcadores moleculares (SAM) de los 
híbridos resistentes a CTV. Dicho objetivo ha sido acometido empleando modelos de 
redes neuronales con análisis de sensibilidad. 
6.1 Material y métodos 
 
El análisis se llevó a cabo utilizando la población segregante compuesta por 201 
híbridos derivados del cruzamiento recíproco entre las variedades “Fortune” y 
“Chandler” descrita en el Capítulo 1. 
6.1.1 Marcadores moleculares 
 
La selección de los marcadores incluidos en la red se realizó atendiendo a los 
resultados del análisis de QTLs descrito en el Capítulo 2. De este modo, se consideraron 
los marcadores Py28, Py65, Ck16, CMS48g y CAG01 comprendidos en el intervalo de 
6 cM del grupo de ligamiento integrado Mx4b + Cl4b en el que se localiza el QTL 
principal tanto para la acumulación de CTV como para su distribución por la planta. 
También se incluyeron los marcadores asociados a otros QTLs de menor efecto (CR19, 
1R, CMS47.160 y CMS20) y los señalados por las interacciones epistáticas detectadas, 
que implicaban tanto a dos de los genes candidatos localizados (Capítulo 2), como a 
determinados marcadores ligados a los QTLs (CTVCH15, CTVCH17 y VIC). De este 
modo, consideramos un total de 12 marcadores moleculares asociados a la respuesta 
resistente frente a la inoculación con CTV para llevar a cabo la selección de los híbridos 
resistentes.  
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En este pequeño grupo, incluimos marcadores moleculares tipo microsatélite o 
SSRs (Simple Sequence Repeats), SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions) 
y análogos de resistencia previamente empleados en otros ensayos experimentales 
(Kijas y col. 1997; Ruiz y Asins 2003; Bernet y Asins 2003; Ahmad y col. 2003; 
Barkley y col. 2006); pero también dos marcadores tipo LES (Localized Expressed 
Sequences) obtenidos siguiendo el procedimiento descrito en el Capítulo 2. 
La segregación de estos marcadores había sido analizada previamente en la 
población experimental (Capítulos 1 y 2). De entre los marcadores seleccionados, tres se 
comportaron como marcadores codominantes dado que fue posible la clasificación de 
los híbridos distinguiendo entre 4 genotipos. Cada uno de estos marcadores se consideró 
como dos marcadores independientes para el análisis con las redes neuronales, 
obteniéndose un total de 15 marcadores moleculares. 
Para trabajar con la red, los marcadores fueron introducidos por grupos de forma 
secuencial. En primer lugar se introdujeron los 5 marcadores que flanquean el QTL 
principal de resistencia a CTV; para después incluir los 4 marcadores ligados a otros 
QTLs de menor efecto, y finalmente los implicados en las interacciones epistáticas 
detectadas.  
6.1.2 Estimación de la carga viral 
 
Tras la inoculación con el aislado de CTV T-346 de cada uno de los híbridos que 
componen la población experimental, la carga viral se evaluó mediante la técnica DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) cada seis 
meses empleando conjuntamente los anticuerpos monoclonales 3CA5 y 3DFI, tal y 
como se describe en al Capítulo 2. Los valores medios de densidad óptica de todas las 
reacciones DAS-ELISA a lo largo del experimento de cada genotipo, se utilizaron como 
variable (carácter mELISA). Los valores de densidad óptica indican una estimación de 
la carga viral (acumulación de viriones de CTV). La comprobación del ajuste a una 
distribución normal de la citada variable se realizó con la prueba de bondad de ajuste de 
Kolmogorov. 
Se consideró que una planta era resistente cuando únicamente se detectaba el 
virus en el inóculo, y los valores de densidad óptica de todas las reacciones DAS-
ELISA realizadas a lo largo del experimento eran similares a los de las plantas no 
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inoculadas (control negativo). Por el contrario, los híbridos en los que se detectó el virus 
se consideraron sensibles. De este modo, los valores de la variable mELISA indican la 
respuesta de la planta frente a la inoculación con CTV. 
6.1.3 Red neuronal 
 
Las redes neuronales artificiales (Anderson y Rosenfeld, 1988) son sistemas no 
lineales cuya estructura se basa en los principios observados en los sistemas neuronales 
biológicos (Hanson y Burr, 1990). Existen múltiples modelos de redes neuronales 
(Anderson, 1995), caracterizados por el tipo de aplicación, modelo de aprendizaje o el 
algoritmo y la arquitectura de la red entre otras características.  
En el presente estudio, utilizaremos perceptrones multicapa. Este modelo de red 
neuronal puede ser considerado como un sistema capaz de responder a una consulta, o 
dar una salida, como respuesta a una entrada específica por lo que puede ser empleado 
para la SAM. Por otra parte, estos modelos aportan un análisis de sensibilidad, pudiendo 
predecir cualquier relación continua entre los datos de entrada y la variable objeto de 
estudio. De este modo, indican con precisión los efectos individuales de las variables de 
predicción (marcadores moleculares) sobre la variable a pronosticar (estimación de la 
carga viral). Con el fin de estudiar las relaciones entre los diferentes marcadores y la 
variable mELISA, se utilizaron modelos de redes neuronales tipo perceptrón multicapa 
con una doble capa oculta (de 8 y 4 neuronas) y la función de transferencia Tanh. 
6.2 Resultados 
 
Chandler y 13 de sus híbridos (6.47%) resultaron resistentes al aislado de CTV 
T-346, ya que tras la inoculación el virus no fue detectado en la planta. El análisis de 
varianza reveló diferencias significativas en la acumulación media de CTV entre los 
híbridos. Los valores medios de DAS-ELISA (mELISA), relacionados con la resistencia 
a CTV, mostraron una distribución normal en la población segregante. 
En el análisis con la red neuronal, la respuesta de la red mejoraba a medida que 
se incluían grupos de marcadores, obteniéndose los mejores resultados al incluir todos 
los marcadores seleccionados. La Tabla 7 muestra la exploración general de la 
ejecución indicando el error cuadrático medio (MSE), el error cuadrático medio 
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normalizado (NMSE), el coeficiente de correlación (r) y el porcentaje de error en los 
tres análisis realizados.  
Tabla 7. Tabla de error obtenido para el análisis realizado con el grupo de 7 (7M), 12 
(12M) y 15 marcadores (15M). 
  MSE NMSE r % Error 
7M 0.06 0.53 0.68 27.94 
12M 0.02 0.23 0.88 12.6 
15M 0.01 0.1 0.94 8.88 
 
Cada vez que se incluía un grupo de marcadores, tras la fase de entrenamiento de 
la red, se llevaba a cabo un análisis de sensibilidad obteniendo el porcentaje de 
influencia de los diferentes marcadores incluidos sobre la estimación media de la carga 
viral. En los tres análisis realizados, era un marcador localizado en la región genómica 
donde se encuentra el QTL principal de resistencia a CTV de C. máxima el que 
mostraba un mayor porcentaje de influencia sobre la variable de predicción. La Tabla 8 
resume los resultados de los tres análisis realizados, indicando el porcentaje de 
influencia de los diferentes marcadores moleculares sobre la estimación media de la 
carga viral. 
Tabla 8. Porcentaje de influencia de los diferentes marcadores moleculares 
considerados sobre la estimación media de la carga viral (mELISA) en los análisis 
realizados con 7 (7M), 12 (12M) y 15 (15M) marcadores. 
 
  Py28 Py65 Ck16 
CMS48g 
(C. cl) 
CMS48g 
(C. mx) 
CAG01 
(C. cl) 
CAG01 
(C. mx) 
1R 
(C. cl) 
1R 
(C. mx) CR19 CMS47.160 CMS20 CTVCH15 CTVCH17 VIC  % 
7M 10.09 9.4 6.25 26.16 22.95 5.21 19.94 
        
100 
12M 13.43 4.63 4.17 10.85 8.81 9.91 10.33 8.11 8.35 6.72 7.48 7.2 
   
100 
15M 9.93 6.1 1.83 8.3 10.16 4.85 7.1 6.9 9.97 4.07 4.93 3.9 5.77 8.72 7.5 100 
 
En el análisis final (incluyendo los 12 marcadores seleccionados) el marcador 
con mayor porcentaje de influencia sobre la estimación de la carga viral resulto ser 
CMS48g, coincidiendo con el QTL principal de resistencia a CTV detectado para la 
variable mELISA (Capítulo2). Llegado este punto, al introducir la información 
correspondiente a los 12 marcadores considerados para cualquier híbrido de la 
población experimental, la red es capaz de inferir la respuesta de dicha planta a la 
inoculación con CTV permitiendo la selección de los híbridos resistentes.  
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6.3 Discusión 
 
Los programas de mejora en cítricos requieren mucho tiempo debido al largo 
periodo juvenil de estas especies, y conllevan enormes costes para mantener y evaluar 
las progenies segregantes. Para superar estas limitaciones, la selección asistida por 
marcadores (SAM) dentro de las progenies representa una herramienta muy valiosa. La 
SAM es el método por el cual se selecciona un fenotipo atendiendo al genotipo de un 
marcador.  
Los marcadores de ADN estrechamente ligados a los genes agronómicamente 
importantes (llamados gen "etiqueta") se utilizan como herramientas moleculares para la 
selección en los programas de mejora (Ribaut y Hoisington, 1998). Este procedimiento 
implica el uso de la presencia, o la ausencia, de un marcador como un sustituto de o 
para ayudar en la selección fenotípica, de manera que puede hacer que sea más 
eficiente, eficaz, fiable y rentable en comparación con los métodos convencionales de 
mejora vegetal. Actualmente, la técnica más utilizada para detectar marcadores validos 
para la selección asistida por marcadores es el análisis de QTLs, seleccionándose 
marcadores localizados a una distancia inferior a 5 cM del gen etiqueta (Michelmore, 
1995; Mohan y col, 1997).  
El análisis de QTLs de la resistencia a CTV en el cultivar de pumelo “Chandler” se 
llevó a cabo en el estudio descrito en el Capítulo 2. Pero, ¿Cuántos marcadores se 
seleccionan para llevar a cabo la SAM? En teoría, todos los marcadores que están 
estrechamente ligados a los QTLs detectados podrían ser utilizados. Sin embargo, 
debido a los costes que implica utilizar varios marcadores, normalmente sólo son 
utilizados los que están estrechamente ligados a un máximo de tres QTLs (Ribaut y 
Betran, 1999), aunque hay artículos que describen el empleo de hasta 5 QTLs en la 
SAM en el tomate (Lecomte y col., 2004).  
En el estudio descrito en el Capítulo 2, fue detectado un QTL principal responsable 
de aproximadamente el 24% de la varianza total observada tanto para la acumulación de 
CTV como para su distribución por la planta. Atendiendo a estos resultados, la 
selección de este QTL a través de la SAM facilitaría el programa de mejora (Ribaut y 
Betran, 1999; Tanksley, 1993). Dicho QTL se localiza en los grupos de ligamiento 
Mx4b (Ctv.Rm) y Cl4b (Ctv.Rc), coincidiendo con la región genómica en la que fueron 
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detectados los QTLs de resistencia a CTV de P. trifoliata (Ctv.R1 y Ctv.R2) y C. 
aurantium (Ctv.Ra) (Asins y col. 2004). Esta concordancia entre ambos estudios 
confirma de manera independiente sus resultados. Son varios los autores que proponen 
que tanto la localización como los efectos de los QTLs deben ser evaluados en 
poblaciones independientes, a través de los conocidos como ''estudios de replicación” 
(Lander y Kruglyak, 1995), para su validación como paso previo a su empleo en la 
SAM (Melchinger y col., 1998; Utz y col., 2000).  
Cuando los grupos de ligamiento Mx4b y Cl4b se unieron formando el grupo de 
ligamiento integrado Mx4b + Cl4b, los QTLs tanto para la acumulación de CTV como 
para su distribución por la planta se localizaron en un intervalo de 6 cM obteniéndose 
una máxima puntuación LOD para estos caracteres. Dicho intervalo comprende 5 
marcadores moleculares. Además, se detectaron otros QTLs de menor efecto y varias 
interacciones epistáticas que implicaban tanto a algunos de los genes candidatos 
localizados, como a determinados marcadores ligados a los QTLs. Dichas interacciones 
ponen de manifiesto la importancia de estos marcadores. De este modo, sumamos un 
total de 12 marcadores moleculares asociados a la respuesta resistente de C. máxima 
frente a la inoculación con CTV que serán utilizados para la SAM. En este pequeño 
grupo, incluimos marcadores moleculares tipo SSR, SCAR y análogos de resistencia 
previamente empleados en otros ensayos experimentales (Kijas y col. 1997; Ruiz y 
Asins 2003; Bernet y Asins 2003; Ahmad y col. 2003; Barkley y col. 2006). Todos 
estos marcadores, a excepción de dos marcadores tipo LES (obtenidos siguiendo el 
procedimiento descrito en Capítulo 2), ya habían sido probados en otras poblaciones 
experimentales diferentes señalando la misma región genómica, por lo que atendiendo 
al criterio de numerosos autores (Cakir y col., 2003; Collins y col., 2003; Jung y col., 
1999; Langridge y col., 2001; Li y col., 2001; de Sharp y col., 2001) pueden ser 
considerados aptos para su utilización en la SAM.  
El manejo de la información aportada por este grupo de marcadores para la 
selección resulta complejo, y requiere el desarrollo de un sistema de informatización 
para evitar errores. El análisis con redes neuronales artificiales nos permite manejar de 
manera sencilla toda la información aportada por estos marcadores que presentan un 
efecto significativo en la variación del carácter de interés. De este modo, la red neuronal 
se presenta como un sistema que permite seleccionar automáticamente los individuos 
que presentan un determinado perfil para los marcadores analizados evitando errores en 
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la selección, pero que al mismo tiempo predice la respuesta de las plantas analizadas 
frente a la inoculación con CTV.  
Los sistemas computacionales como las redes neuronales artificiales (RNA) 
representan una herramienta de gran utilidad que apenas ha sido empleada en los 
estudios genéticos. Las RNAs (Anderson y Rosenfeld, 1988) son sistemas no lineales 
cuya estructura se basa en los principios observados en los sistemas neuronales 
biológicos (Hanson y Burr, 1990). El atractivo de las RNA proviene de sus notables 
características de procesamiento de la información: principalmente a la no linealidad, 
alto paralelismo, tolerancia a la ausencia de datos y al ruido en los datos, y a las 
capacidades de aprendizaje y generalización (Basheer y Hajmeer, 2000). Estas 
características la convierten en una herramienta especialmente interesante para la SAM 
puesto que minimiza los efectos de los errores en el genotipado y la evaluación 
fenotípica (principales fuentes de error en este tipo de estudios), pero al mismo tiempo 
tolera la carencia de datos en el genotipado de los marcadores.  
Dado que los errores en el genotipado y la ausencia de datos pueden afectar al 
orden y la distancia entre los marcadores dentro de los mapas de ligamiento (Hackett, 
2002) y en consecuencia a la localización de los QTLs, resulta interesante disponer de 
un método de análisis independiente que permita valorar con precisión los efectos 
individuales de cada marcador sobre la variable objeto de estudio. El análisis de 
sensibilidad de la red indica el porcentaje de influencia de cada marcador sobre la 
variable de predicción, aportando información susceptible de ser cotejada con los 
resultados del análisis de QTLs. Al contrastar los resultados de este análisis de 
sensibilidad con los del análisis de QTLs encontramos que en los tres análisis 
realizados, los marcadores con mayor porcentaje de influencia sobre la estimación de la 
carga viral se encuentran en la región donde se localiza el QTL principal de resistencia a 
CTV de C. máxima. De hecho, en el análisis final (con un coeficiente de correlación de 
0.94) el marcador con mayor porcentaje de influencia resultó ser CMS48g, coincidiendo 
con los resultados del análisis de QTLs (Capítulo 2). Es mas, dado que el QTL principal 
para la resistencia a CTV se localiza en la misma región genómica en la especies C. 
máxima, C. clementina, C. aurantium y P. trifoliata; podemos descartar la presencia de 
errores relevantes tanto en el genotipado de los marcadores como en la caracterización 
fenotípica.  
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Por otra parte, es necesario tener en cuenta que la red neuronal empleada en este 
estudio no es un elemento estanco, si no que es posible añadir mas marcadores y mas 
variables de predicción pudiendo aplicar la red en la selección de otros caracteres de 
interés agronómico. Por lo tanto, la red nos permitiría extrapolar los resultados de otros 
estudios genéticos a nuestra población. Del mismo modo, la red permite extrapolar los 
resultados de este estudio a otras poblaciones de mejora, o incluso a los bancos de 
germoplasma facilitando la caracterización del material vegetal, lo que permitiría 
optimizar el empleo de este tipo de recursos. No obstante, en términos generales, 
podemos plantear las RNAs como una herramienta con un gran potencial para su 
aplicación en los programa de mejora vegetal, especialmente cuando se trabaja con 
poblaciones experimentales grandes que requieren el desarrollo de sistemas capaces de 
manejar toda la información aportada por los marcadores moleculares utilizados. 
Algunos programas de mejora incluyen cientos de poblaciones y varios cientos o 
incluso miles de plantas (Witcombe y Virk, 2001). Dada la magnitud y la complejidad 
de este tipo de programas, resulta fácil apreciar la utilidad de nuevas herramientas que 
faciliten el manejo de la información y automaticen la selección. En este sentido, los 
sistemas de redes neuronales presenta la ventaja de tolerar la carencia de datos y el 
ruido en los datos del genotipado evitando errores en la selección. Por lo tanto, la red 
representa una herramienta de gran utilidad que permite aplicar de forma práctica los 
resultados de este tipo de estudios.  
Finalmente, una consideración importante de la que a menudo no se informa en 
el desarrollo de los sistemas de SAM, es que es necesaria una importante inversión 
inicial para su desarrollo frente a los métodos tradicionales de selección fenotípica. La 
relación coste-beneficio de la SAM depende de factores tales como la herencia del 
carácter, el método de evaluación fenotípica, del coste de los ensayos y del 
mantenimiento de las poblaciones experimentales. El coste que supone desarrollar un 
único marcador se estima que oscila en torno a los 100.04 dólares (Langridge y col., 
2001). Sin embargo, pese a la necesidad de esa inversión inicial muchos estudios con 
marcadores han demostrado que una vez que los marcadores han sido desarrollados para 
la SAM, resulta mas económico que los métodos convencionales (Yu y col., 2000; 
Dreher y col, 2003; Morris y col., 2003). Por otra parte, el empleo de las RNAs en el 
análisis permitiría optimizar el rendimiento de este tipo de estudios.   
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7 Conclusiones 
 
1. El análisis del ADN citoplasmático realizado con marcadores tipo CAPS revela 
una excepción en la herencia materna de las secuencias de ADN de los 
orgánulos tras la hibridación. El 10.5% de los híbridos muestra el patrón de 
bandas para los marcadores de orgánulos de C. clementina cuando este 
interviene en el cruzamiento como parental masculino, mientras que el resto de 
los híbridos mostró el patrón de bandas del parental femenino. No obstante, es 
posible que el ADNmt y el ADNcp maternos se mantengan a un nivel que no es 
detectado con las condiciones de PCR empleadas. 
2. No se observa distorsión de segregación a nivel cigótico, por lo que la principal 
fuente de la transmisión alélica sesgada en este estudio es de origen gamético.  
3. No se encontró relación entre el tipo de marcador molecular analizado y la 
presencia (o ausencia) de distorsión de segregación. Sin embargo, cuando los 
dos genotipos intervienen en el cruzamiento como parental femenino la 
distorsión de segregación de todos los marcadores tipo IRAP se dirige hacia la 
presencia de la banda, ajustándose al comportamiento descrito para los 
elementos genéticos egoístas (Selfish Genetic Elements). 
4. Ambos genotipos muestran una proporción similar de marcadores 
distorsionados, que se incrementa en torno a un 10% cuando intervienen en el 
cruzamiento como parental masculino. Por lo tanto, el éxito diferencial de los 
granos de polen en la fertilización debe ser la principal fuente de distorsión en la 
transmisión de alelos de ambos genotipos. No obstante, el éxito diferencial del 
grano de polen puede ser debido tanto a factores gaméticos como a interacciones 
polen-pistilo.  
5. Tanto en C. clementina como en C. máxima, los grupos de ligamiento que 
muestran distorsión de segregación varían en función de que intervengan en el 
cruzamiento como parental masculino o femenino. Sólo el marcador CMS46 
mostró distorsión de segregación en ambos genotipos cuando intervienen en el 
cruzamiento como parental femenino, representando una posición 
evolutivamente conservada ligada a la viabilidad del óvulo. Este mismo 
marcador, en C. máxima mostró distorsión tanto como parental masculino como 
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femenino representando una posición ligada a la viabilidad de los gametos en 
este genotipo. 
6. El uso de marcadores moleculares codominantes (SSRs, IRAPs, SCARs) para la 
construcción de los mapas genéticos de C. clementina y C. máxima, ha 
permitido comparar la organización lineal de los genomas de ambas especies, 
pero también con los de otras especies cuyos mapas genéticos han sido 
construidos con estos mismos marcadores. La sintenia entre marcadores, en 
general se ha visto conservada entre los tres mapas genéticos obtenidos. Si bien, 
la inclusión de un locus duplicado y de marcadores con ausencia de datos, son 
las causas que explican los cambios detectados en la ordenación de algunos 
marcadores al integrar los grupos de ligamiento de ambos mapas. 
7. La comparación entre los mapas genéticos de las especies C. máxima, C. 
clementina, C. aurantium y P. trifoliata sugiere una cierta conservación en la 
colinearidad de los genomas. No obstante, revela la presencia de ciertas 
diferencias estructurales indicando que el parental C. aurantium sería 
heterocigoto para una translocación recíproca que afectaría por lo menos a los 
grupos de ligamiento 7 y 4. El aumento de la cobertura de estos mapas de 
ligamiento con nuevos marcadores comunes para incrementar la saturación, y en 
consecuencia conformar los nueve grupos de ligamiento esperados de acuerdo 
con el número de cromosomas en cítricos permitirá analizar la importancia de 
las reordenaciones cromosómicas en la evolución de este grupo de especies.  
8. C. máxima y 13 de sus híbridos resultaron resistentes a la inoculación con el 
aislado de CTV T-346. 
9. No se detectó efecto significativo del carácter tipo de citoplasma sobre la 
respuesta a la inoculación con CTV. 
10. Fue detectado un QTL principal responsable de aproximadamente el 24% de la 
varianza total observada tanto para la acumulación de CTV como para su 
distribución por la planta. Dicho QTL se localiza en los grupos de ligamiento 
Mx4b (Ctv.Rm) y Cl4b (Ctv.Rc). Cuando ambos grupos se unen formando el 
grupo de ligamiento integrado Mx4b+Cl4b, ambos QTLs se localizaron en un 
intervalo de 6 cM coincidiendo con la región genómica en la que fueron 
detectados los QTLs de resistencia a CTV de P. trifoliata (Ctv.R1) y C. 
aurantium (Ctv.Ra). Del mismo modo, se detectaron otros QTLs de menor 
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efecto implicados en el control de la distribución del virus por la planta, la 
mortalidad y la herencia citoplásmica. 
11. Fueron detectadas varias interacciones epistáticas que afectaban a las variables 
que estiman la acumulación y distribución del virus en la planta, e implicaban 
tanto a determinados marcadores ligados a los QTLs como a algunos de los 
genes candidatos localizados, poniendo de manifiesto la posible participación de 
estos últimos en la respuesta a la inoculación con CTV. 
12. El conjunto de genes señalados por los marcadores tipo LES obtenidos en este 
estudio debe representar una respuesta de resistencia sostenida a CTV, 
agrupando al conjunto de genes implicados en el cambio fisiológico general del 
tejido de la corteza provocado por la exposición continua a una fuente de virus. 
13. A partir de un sistema de redes neuronales artificiales (RNA) se diseñó una 
herramienta que permite automatizar el proceso de la selección asistida por 
marcadores moleculares (SAM) de los híbridos resistentes a CTV, minimizando 
lo efectos de los posibles errores tanto en el genotipado como en la evaluación 
fenotípica.  
14. Los resultados del análisis de sensibilidad de la red neuronal coinciden con los 
del análisis de QTLs. La concordancia entre los resultados de ambos métodos de 
análisis apoya de forma congruente las conclusiones del presente estudio.  
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8 Anexos 
 
8.1 Anexo 1. Lista de genes diferencialmente expresados detectados.  
Unigenes diferencialmente expresados detectados, incluyendo el control positivo VIC 
(Bernet y col. 2004). CFGP_ID es el código de identificación de la sonda en la 
micromatriz de ADN. El log2 (R/S) se corresponde con el valor medio del logaritmo en 
base 2 de la relación entre las intensidades medidas para las muestras correspondientes a 
híbridos resistentes (R) y susceptibles (S) entre las diferentes hibridaciones. También 
aparece indicado el resultado de la búsqueda de homeolgía (“TAIR first BLAST hit id” 
y “TAIR first hit BLASTn annotation”). 
 
CFGP_ID Annotation log2 (R/S) TAIR first BLAST hit id TAIR first hit  BLASTn annotation
C34005H07 Expressed protein 0,96 AT3G48770 expressed protein
C01017B01 no annotation available 1,15 -- --
C34207F06 no annotation available 1,15 -- --
C06023B09 no annotation available 1,17 AT2G24540
kelch repeat-containing F-box family protein_ similar to SKP1 interacting partner 4 (Arabidopsis thaliana) 
GI:10716953_ contains Pfam profiles PF01344: Kelch motif_ PF00646: F-box domain
C03009G03
Arabidopsis thaliana genomic DNA_ chromosome 5_ 
BAC clone:T31K7
1,20 AT5G24460
expressed protein
C08012C07 no annotation available 1,21 -- --
KN0AAA1AF07 no annotation available 1,21 -- --
C05808E01 ChaC-like family protein-like 1,25 AT4G31290 ChaC-like family protein_ contains Pfam profile: PF04752 ChaC-like protein
C18001E11 no annotation available 1,26 -- --
C06006E10 F28K20.16 1,28 AT1G31200 ATPP2-A9 | expressed protein
C34201E10 Proline transporter 1 1,28 AT2G39890 proline transporter 1 (ProT1)_ identical to proline transporter 1 GI:1769901 from (Arabidopsis thaliana)
C03004E07 Mannan endo-1_4-beta-mannosidase 1,29 AT5G66460
(1-4)-beta-mannan endohydrolase_ putative_ similar to (1-4)-beta-mannan endohydrolase (Coffea arabica) 
GI:10178872_ contains Pfam profile PF00150: Cellulase (glycosyl hydrolase family 5)
C05071C02 expressed protein 1,29 AT4G28590 expressed protein
C05057H10 STY-L protein 1,30 AT4G32551
WD-40 repeat family protein (LEUNIG)_ contains seven G-protein beta WD-40 repeats_ beta transducin-like 
protein_ Podospora anserina_ gb:L28125_ contains Pfam profiles PF04503: Single-stranded DNA binding protein_ 
SSDP_ PF00400:WD domain_ G-beta repeat_ id
C32108C11 no annotation available 1,32 AT1G28400 expressed protein_ similar to E6 (GI:1000090) (Gossypium barbadense)
KN0AAA1DE04 Putative ubiquitin carrier protein 1,32 AT1G50490
ubiquitin-conjugating enzyme 20 (UBC20)_ nearly identical to ubiquitin-conjugating enzyme UBC20 (Arabidopsis 
thaliana) GI:22530867_ contains Pfam profile PF00179: Ubiquitin-conjugating enzyme
C06008D06 Dirigent protein_ putative 1,34 AT1G58170
disease resistance-responsive protein-related / dirigent protein-related_ similar to dirigent protein (Thuja plicata) 
gi:6694699:gb:AAF25360_ similar to pathogenesis-related protein (Pisum sativum) gi:4585273:gb:AAD25355
C34203D10 Early nodulin-like protein 2 precursor 1,35 AT4G27520
plastocyanin-like domain-containing protein_ similar to PIR:JC7196 phytocyanin-related protein Pn14 {Ipomoea 
nil}_ contains Pfam profile PF02298: Plastocyanin-like domain
C06016A05 Plasma intrinsic protein 2_2 1,39 AT2G37170
plasma membrane intrinsic protein 2B (PIP2B) / aquaporin PIP2.2 (PIP2.2)_ identical to SP:P43287 Plasma 
membrane intrinsic protein 2B {Arabidopsis thaliana}
C04006D01
Germin-like protein subfamily 1 member 13 
precursor
1,39 AT5G39150
germin-like protein_ putative_ similar to germin -like protein GLP6_ Arabidopsis thaliana_ EMBL:ATU75194 
(SP:P92997)_ contains PS00725 Germin family signature
C31203F11 Putative At5g37260 1,39 AT5G17300
myb family transcription factor_ similar to CCA1 (Arabidopsis thaliana) GI:4090569_ contains Pfam profile 
PF00249: Myb-like DNA-binding domain
C06019A03 no annotation available 1,39 AT1G68450 VQ motif-containing protein_ contains PF05678: VQ motif
C06013H04 no annotation available 1,40 -- --
C31305D02 Cu/Zn superoxide dismutase 1,41 AT1G08830
superoxide dismutase (Cu-Zn) (SODCC) / copper/zinc superoxide dismutase (CSD1)_ identical to SWISS-PROT: 
P24704
KN0AAP12YK1
3
no annotation available 1,43 -- --
C20006G06 Glutathione-conjugate transporter AtMRP4 1,44 AT2G47800 glutathione-conjugate transporter (MRP4)_ identical to AtMRP4 GI:2959767 from (Arabidopsis thaliana)
C02027D01 Guanylate kinase-like protein 1,50 AT3G57550
guanylate kinase 2 (GK-2)_ identical to guanylate kinase (GK-2) (Arabidopsis thaliana) gi:7861798:gb:AAF70409
C02002E11 no annotation available 1,54 AT4G29090
reverse transcriptase_ putative / RNA-dependent DNA polymerase_ putative_ similar to reverse transcriptase 
(Arabidopsis thaliana) GI:976278_ contains Pfam profile PF00075: RNase H
C20010G10 Emb|CAB66404.1 1,55 AT5G24280 expressed protein_ _ expression supported by MPSS
KN0AAA1BF04 no annotation available 1,57 -- --
KN0AAA1AF04 no annotation available 1,58 -- --
C08012E03 no annotation available 1,59 -- --
C08038F10 Purple acid phosphatase 1 1,61 AT2G01890
purple acid phosphatase_ putative_ contains Pfam profile: PF00149 calcineurin-like phosphoesterase_ identical to 
purple acid phosphatase (GI:20257479) (Arabidopsis thaliana)_
C34205G05 no annotation available 1,65 -- --
AA1 (VIC) CTV-related 1,65 -- --
C05057G09 CMP-sialic acid transporter-like protein 1,65 AT5G41760
similar to nucleotide-sugar transporter family protein [Arabidopsis thaliana] (TAIR:At3g59360.2)_ similar to 
nucleotide-sugar transporter family protein [Arabidopsis thaliana] (TAIR:At3g59360.1)_ similar to putative CMP-
sialic acid transporter [Oryza sativa]
C08030A02 Cytochrome P450 71D8 1,68 AT3G26210
cytochrome P450 71B23_ putative (CYP71B23)_ Identical to Cytochrome P450 71B23 
(SP:Q9LTM0)(Arabidopsis thaliana)_contains Pfam profile: PF00067 cytochrome P450
C07009G03 Putative cellulose synthase 1,69 AT2G32540
cellulose synthase family protein_ similar to cellulose synthase catalytic subunit from Arabidopsis thaliana 
(gi:5230423)_ cellulose synthase-5 from Zea mays (gi:9622882)
KN0AAA2BG05 En/Spm-like transposon protein 1,71 -- --
C02020F07 Beta-amylase 1,80 AT3G23920
beta-amylase_ putative / 1_4-alpha-D-glucan maltohydrolase_ putative_ similar to beta-amylase enzyme 
(Arabidopsis thaliana) GI:6065749_ beta-amylase PCT-BMYI from (Solanum tuberosum)_ contains Pfam profile 
PF01373: Glycosyl hydrolase family 14
AA2 (VIC) CTV-related 1,81 -- --
C18020D09 39 kDa EF-Hand containing protein 1,83 AT4G38810 calcium-binding EF hand family protein_ contains INTERPRO:IPR002048 calcium-binding EF-hand domain
KN0AAB1AF06 no annotation available 1,89 -- --
C05069D02 Gb|AAF35949.1 1,97 AT4G33130
similar to expressed protein [Arabidopsis thaliana] (TAIR:At3g13000.2)_ similar to expressed protein [Arabidopsis 
thaliana] (TAIR:At3g13000.1)_ similar to ternary complex factor MIP1-like [Oryza sativa (japonica cultivar-
group)] (GB:BAD54047.1)
KN0AAB1DE05 P0028E10.20 protein 1,99 AT2G40810
WD-40 repeat protein family_ similar to Gsa12p(GI:18307769)(Pichia pastoris)_ contains 3 Pfam PF00400: WD 
domain_ G-beta repeats
AP1 (VIC) CTV-related 2,00 -- --
C08015G03 GTP-binding protein TypA 2,01 AT5G13650
elongation factor family protein_ contains Pfam profiles: PF00009 elongation factor Tu GTP binding 
domain_PF00679 elongation factor G C-terminus_ PF03144 elongation factor Tu domain 2
C07003E04 no annotation available 2,08 -- --
KN0AAB3AE03 Dehydration-responsive element binding protein 3 2,08 AT5G21960
encodes a member of the DREB subfamily A-5 of ERF/AP2 transcription factor family. The protein contains one 
AP2 domain. There are 15 members in this subfamily including RAP2.1_ RAP2.9 and RAP2.10.
C08038B06 PVR3-like protein 2,09 AT5G48485
protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein_ contains Pfam protease inhibitor/seed 
storage/LTP family domain PF00234
KN0AAB1DE04
Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein-
like
2,13 AT1G71060
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein_ low similarity to CRP1 (Zea mays) GI:3289002_ contains 
Pfam profile PF01535: PPR repeat
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CFGP_ID Annotation log2 (R/S) TAIR first BLAST hit id TAIR first hit  BLASTn annotation
C02019D04 ACC oxidase 1 2,13 AT1G05010
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase / ACC oxidase / ethylene-forming enzyme (ACO) (EAT1)_ Identical 
to 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase (ACC oxidase) gb:X66719 (EAT1). ESTs gb:T43073_ gb:T5714_ 
gb:R90435_ gb:R44023_ gb:AA597926_ gb:AI099676
C05138C06
NaCl-inducible Ca2+-binding protein-like_ 
calmodulin-like
2,18 AT5G49480
sodium-inducible calcium-binding protein (ACP1) / sodium-responsive calcium-binding protein (ACP1)_ identical to 
NaCl-inducible Ca2+-binding protein GI:2352828 from (Arabidopsis thaliana)
C05065C12 Lectin-related protein 2,29 -- --
C01011F03 Steroid 5alpha-reductase-like protein 2,30 AT5G16010
3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase family protein / steroid 5-alpha-reductase family protein_ similar to steroid 
5alpha-reductase - Rattus norvegicus_ PIR:A34239 (SP:24008)_ contains Pfam 3-oxo-5-alpha-steroid 4-
dehydrogenase domain PF02544
C08008H01 no annotation available 2,38 -- --
C05073D09 Thiazole biosynthetic enzyme_ chloroplast precursor -3,39 AT5G54770
thiazole biosynthetic enzyme_ chloroplast (ARA6) (THI1) (THI4)_ identical to SP:Q38814 Thiazole biosynthetic 
enzyme_ chloroplast precursor (ARA6) {Arabidopsis thaliana}
C01019C11 Ccr protein -2,88 AT3G26740
light responsive protein-related_ similar to light regulated protein precursor SP:Q03200 (Oryza sativa) (Plant Mol. 
Biol. 22 (1)_ 165-170 (1993))_ ccr protein GB:S52663 (Citrus X paradisi) (Plant Mol. Biol. 26 (1)_ 165-173 
(1994))
C05138A12 no annotation available -2,57 AT5G11070 expressed protein
C07003C08 Thiazole biosynthetic enzyme_ chloroplast precursor -2,05 AT5G54770
thiazole biosynthetic enzyme_ chloroplast (ARA6) (THI1) (THI4)_ identical to SP:Q38814 Thiazole biosynthetic 
enzyme_ chloroplast precursor (ARA6) {Arabidopsis thaliana}
C07007C05 Small heat shock protein -1,95 AT4G27670
25.3 kDa small heat shock protein_ chloroplast precursor (HSP25.3-P)_ identical to small heat shock protein_ 
chloroplast precursor SP:P31170 from (Arabidopsis thaliana)_ identified in Scharf_ K-D._ et al_Cell Stress & 
Chaperones (2001) 6: 225-237.
C01002B06 Ethylene-responsive element binding factor -1,73 AT5G61590
encodes a member of the ERF (ethylene response factor) subfamily B-3 of ERF/AP2 transcription factor family. 
The protein contains one AP2 domain. There are 18 members in this subfamily including ATERF-1_ ATERF-2_ 
AND ATERF-5.
C08038B10 Expressed protein -1,72 AT2G15890 expressed protein
C01009A03 no annotation available -1,65 -- --
C02021D07 Protochlorophyllide reductase_ chloroplast precursor -1,62 AT5G54190
protochlorophyllide reductase A_ chloroplast / PCR A / NADPH-protochlorophyllide oxidoreductase A (PORA)_ 
identical to SP:Q42536 protochlorophyllide reductase A_ chloroplast precursor (EC 1.3.1.33) (PCR A) (NADPH-
protochlorophyllide oxidoreductase A) (POR
C32008B06 Chlorophyll a/b-binding protein CP24 -1,58 AT1G15820
chlorophyll A-B binding protein_ chloroplast (LHCB6)_ nearly identical to Lhcb6 protein (Arabidopsis thaliana) 
GI:4741960_ contains Pfam profile PF00504: Chlorophyll A-B binding protein
C31005C03 Chitinase CHI1 -1,55 AT3G54420 class IV chitinase (CHIV)_ almost identical to class IV chitinase from GI:2597826 (Arabidopsis thaliana)
C31601A12
Chlorophyll a-b binding protein 151_ chloroplast 
precursor
-1,53 AT2G05100
chlorophyll A-B binding protein / LHCII type II (LHCB2.1) (LHCB2.3)_ identical to Lhcb2 protein (Arabidopsis 
thaliana) GI:4741948_ GI:4741944_ contains Pfam profile PF00504: Chlorophyll A-B binding protein
C01019F09
Thylakoid membrane phosphoprotein 14 kDa_ 
chloroplast precursor
-1,52 AT2G46820
expressed protein_ similar to expressed protein [Arabidopsis thaliana] (TAIR:At1g52220.1)_ similar to 
hypothetical protein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] (GB:AAP54812.1)
C05801H09
PSI light-harvesting antenna chlorophyll a/b-binding 
protein
-1,44 AT3G47470
chlorophyll A-B binding protein 4_ chloroplast / LHCI type III CAB-4 (CAB4)_ identical to SP:P27521 
Chlorophyll A-B binding protein 4_ chloroplast precursor (LHCI type III CAB-4) (LHCP) {Arabidopsis thaliana}
C31701H04 Chlorophyll a/b-binding protein -1,39 AT3G47470
chlorophyll A-B binding protein 4_ chloroplast / LHCI type III CAB-4 (CAB4)_ identical to SP:P27521 
Chlorophyll A-B binding protein 4_ chloroplast precursor (LHCI type III CAB-4) (LHCP) {Arabidopsis thaliana}
C01002F08 no annotation available -1,27 -- --
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